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RESUMO

Introducdo: A obesidade € um problema de saude publica que vem alcancando
proporgdes epidémicas no mundo. Busca-se complementar os estudos para o
esclarecimento de aspectos relacionados a fisiopatologia da obesidade reconhecendo
seu envolvimento no comprometimento de fungdes cognitivas. Objetivo: Avaliar
parametros inflamatérios e de estresse oxidativo no hipocampo, no estriado e no coértex
pré-frontal de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
a fim de avaliar o impacto da obesidade sobre estruturas relacionadas a cognicéo.
Métodos: Camundongos Swiss machos com idade de 40 dias, foram pareados e
divididos em dois grupos, os que receberam dieta hiperlipidica e controles (dieta
normolipidica), submetidos a 10 semanas de experimento. Foi avaliado peso corporal,
gordura visceral, niveis de citocinas (IL-1B, IL-10, TNF-a), niveis de dano oxidativo em
lipideos e de carbonilagdo de proteinas e atividade da superéxido dismutase e da
catalase no hipocampo, estriado e no cortex pré-frontal. Resultados: Neste trabalho foi
identificado aumento nos niveis de IL-13, no hipocampo, estriado e no pré-frontal e nos
niveis de TNF-a apenas no estriado e no hipocampo dos animais, quando comparado
ao controle. Apenas no estriado ocorreu aumento nos niveis de IL-10. Nos parametros
de estresse oxidativo, a avaliacdo de dano a lipideos apresentou aumento no
hipocampo dos animais obesos e a carbonilacédo de proteinas presente no hipocampo
e no estriado dos animais obesos. A atividade de SOD nao ocorreu diferenca e a
atividade da catalase, foi observado aumento no pré-frontal e inibicdo da sua atividade
no hipocampo. Conclusdo: Podemos sugerir, que a inflamacdo central quando
instalada em no hipocampo, coOrtex e estriado pode contribuir para danos cognitivos

relacionado a obesidade.

Descritores: Obesidade, inflamacao, estresse oxidativo, cérebro.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a public health problem that has reached epidemic proportions
in the world. Seeks to complement the studies to clarify aspects of the pathophysiology
of obesity recognizing their involvement in the impairment of cognitive functions. To
evaluate inflammatory and oxidative stress parameters hippocampus, striatum and
prefrontal cortex of mice subjected to obesity induced by high fat diet in order to assess
the impact of obesity on cognition related structures. Methods: Swiss male mice aged
40 days, were divided into two matched groups, that received the high-fat diet control
group (normolipidica diet) were subjected to 10 weeks of experiment. It was estimated
body weight, visceral fat, cytokines (IL-1B, IL-10, TNF-a), oxidative damage levels in
lipid and protein carbonylation and activity of superoxide dismutase and catalase in the
hippocampus, striatum and prefrontal cortex. Results: In this study we identified
increase in IL-1f levels in the hippocampus, striatum and prefrontal and TNF-a levels
only in the striatum and hippocampus of animals when compared to the control. As the
striatum there was an increase in IL-10 levels. In parameters of oxidative stress, the
assessment of damage to lipids showed an increase in the hippocampus of obese
animals and carbonylation proteins present in the hippocampus and striatum of obese
animals. SOD activity did not occur difference and catalase activity was observed
increase in prefrontal and inhibiting its activity in the hippocampus. Conclusion: We
suggest that the central inflammation when installed in the hippocampus, cortex and

striatum may contribute to obesity-related cognitive impairment.

Keywords: Obesity, inflammation, oxidative stress, brain.
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2. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude define sobrepeso e obesidade como um
acumulo excessivo ou anormal de gordura, que pode resultar em danos a saude do
individuo®. Este acumulo pode ser resultado de um desequilibrio entre 0 aumento da
ingestao caldrica e o baixo gasto de energia, com origem multifatorial, incluindo fatores
socioecondmicos, bioldgicos, psicoldgicos e ambientais!?3.

A obesidade é um problema de saude publica que vem alcancando propor¢des
epidémicas no mundo, afetando paises ricos e pobres? Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam acima do peso e destes
mais de 600 milhGes eram obesos em 2014'. A obesidade e o sobrepeso estdo
associados a um grande numero de mortes no mundo,sendo que aproximadamente
3,4 milhdes de adultos morrem a cada ano. Além disso, 0 sobrepeso e a obesidade
estdo associados ao risco para varias doencas como: doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus tipo 2, distarbios musculo esqueléticos e alguns tipos de cancer?.
Mais recentemente tem-se associado obesidade também a um declinio na funcéo
cognitiva, sendo evidenciado que a obesidade pode levar a déficits de aprendizagem
e memoéria>®"8, Dados apresentados sobre o impacto econémico da obesidade no
Brasil, mostrou que o0s custos totais decorrentes da obesidade e das doencas
relacionadas sédo significativos e crescentes para os sistemas de saude e para a
sociedade®.

O controle da ingestéo calérica e o seu balan¢co com o gasto energético, € um
processo complexo, pois envolve um poderoso sistema biolégico comandado pelo
sistema nervoso central (SNC). O controle homeostatico do balanco energético
corporal é exercido por neurdnios especificos situados, em sua maior parte, no
hipotalamo, que promovem o controle da quantidade de energia armazenada na forma
de gordura corporal*®. Os mecanismos que levam a perda do controle homeostatico
do balanco energético podem ser ocasionados pelo desenvolvimento de um processo
inflamatério no hipotdlamo e, eventualmente, lesdo neuronal, resultando em
resisténcia local a acdo da leptina e da insulina®!%12, Estudos realizados em humanos
1314, 15 e em roedores 161718 demonstram que estes acontecimentos estdo

relacionados a diversos problemas, assim como outros mecanismos oriundos de uma
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dieta rica em gordura que podem ocasionar danos nas estruturas responsaveis pela
cognicdot®141516.17.18 ' As doencas associadas ao excesso de peso podem estar
relacionadas com um processo inflamatoério induzido por adiposidade. Uma vez que,
produtos da ativacdo de adipocinas nos adipécitos provavelmente representam a
ligacéo entre obesidade e inflamacé&o no tecido adiposo?®.

O baixo gasto energético somado a alta ingestdo calérica leva ao acumulo
excessivo de gordura no tecido adiposo, ocasionando inflamacéo, hipdéxia e estresse
oxidativo. A instalacao do processo oxidativo é decorrente de alteracdes no equilibrio
de moléculas oxidantes e antioxidantes, que favorecam o aumento da producao de
radicais livres e/ou diminua a defesa antioxidante. As moléculas envolvidas no
estresse oxidativo sdo as espécies reativas de oxigénio (EROs), como peroxido de
hidrogénio (H20.), superdxido (O2) e o radical hidroxilo (OH"). O sistema de defesa
antioxidante compreende o0s antioxidantes enddgenos e exdgenos, sendo eles,
respectivamente, enzimas como a catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) entre outras e vitaminas, carotenoides, polifendis, zinco e

selénio?0: 21. 22,

Com o aumento da prevaléncia de obesidade, do risco de desenvolver outras
doencas, assim como 0 aumento nos gastos para o controle da obesidade e das
doencas associadas, torna-se necessario realizar pesquisas acerca da complexa
fisiopatologia da obesidade. Para tentar identificar a relacdo de processos
inflamatorios, dos danos causados por radicais livres e do desequilibrio da atividade
das enzimas antioxidantes no dano do hipocampo, estriado e do coértex pré-frontal,
relacionados a cognicao, torna-se necessario estudos destes parametros no SNC de

camundongos obesos.

2.1 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 Obesidade: diagndstico, classificacdo e epidemiologia

A obesidade é definida como o acumulo de gordura anormal ou excessiva. Para
0 acumulo de gordura corporal varias medidas séo utilizadas, sendo as mais comuns
a relagdo circunferéncia abdominal/quadril, dobra cutdnea e o indice de massa

corporal (IMC). O IMC, mais utilizado para classificar sobrepeso e obesidade em
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adultos, ndo faz distingdo entre massa gordurosa e massa magra, portanto seu
resultado nao reflete a distribuicdo da gordura corporal, gerando erro na avaliagcao do
pacientel?324,

O IMC é um indice simples definido como o peso do individuo em quilogramas
dividido pelo quadrado da sua altura em metros' 24, Para avaliar o nivel ou o grau de
obesidade é utilizada uma classificacdo feita pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), baseada em padrdes internacionais, descrita na Tabela 1. Unir a avaliagdo da
medida de circunferéncia abdominal com o IMC pode ajudar a diminuir as limitagcoes

destes parametros?.

Tabela 1 - Classificacdo do peso pelo IMC e o risco para comorbidades, segundo
OMS.

Classificacao IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo peso <18,5 Baixo
Peso normal 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso =25 Aumentado
Pre-obeso 25,0a 29,9 Moderado
Obeso | 30,0 a 34,9 Grave
Obeso Il 35,0a 39,9 Muito grave
Obeso Il >40.0 Riscos de comorbidades

Fonte: Adaptado, Abeso 2009.%

Resultados de um estudo realizado nos Estados Unidos pelo World Obesity durante
2011-2012 constatou que 8% das mulheres com idade superior a vinte anos eram
obesas morbidas e 35,8% eram obesos, dos homens 4,3% eram obesos mérbidos e
33,3% eram obesos?®. Pesquisa realizada nas capitais brasileiras entre os anos de
2006 e 2012 apontou um grande problema no crescimento do excesso de peso e da
obesidade no Brasil, sendo que o aumento é de mais de um ponto percentual ao ano
para o excesso de peso e de quase um ponto percentual para obesidade. Esses
resultados, demonstram que mantida essa tendéncia, em mais dez anos, cerca de
dois tercos dos brasileiros residentes naquelas cidades teréo excesso de peso e cerca

de um quarto serdo obesos?’.
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Segundo a pesquisa Vigitel 2014 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecédo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico) realizada pelo Ministério da Saude revela
que, apesar dos niveis de obesidade estarem estaveis nos ultimos anos, o percentual
de excesso de peso atinge mais da metade da populacgéo brasileira adulta (52,5%). A
proporcdo de obesos € ligeiramente maior entre as mulheres (18,2%), quando
comparado aos homens (17,6%), porém em relacéo ao excesso de peso, 0os homens
apresentam percentuais mais expressivos, 56,5% contra 49,1% das mulheres?8. Um
estudo de prevaléncia realizado no sul do Brasil com mulheres usuérias de servigos
de pronto-atendimento do Sistema Unico de Salde entre agosto de 2006 e julho de
2007, mostrou que 64,3% apresentavam sobrepeso e obesidade e 44,1% obesidade
central, estes resultados estdo associados a um aumento do numero de agravos a
saude?®. Outro estudo, realizado com adultos em Floriandpolis, Santa Catarina
apresentou prevaléncia de obesidade central de 50,5% para os homens e 38,9% para

as mulheres3°,

2.1.2 Fisiopatologia da Obesidade

A obesidade apresenta complexa fisiopatologia, sendo que a perda do controle
da ingestdo e do gasto energético pode representar 0 mecanismo de seu
desenvolvimento através de desequilibrio positivo, pois ocorrera maior acumulo de
energia e consequente ganho de peso3'3?. Estudos mostram que esta regulacéo
depende de varios fatores para manter a homeostase, dentre eles estdo o
envolvimento de estimulos centrais e periféricos, oriundos de neurénios (orexigenos e

anorexigenos) e hormonios 33

2.1.2.1 Tecido adiposo na obesidade

Diversos tecidos desempenham papel fundamental no controle de depdsitos de
gordura no corpo, sendo o tecido adiposo o principal reservatorio energético. O tecido
adiposo € um tecido heterogéneo, pois possui diferentes células, como células do
sistema imune (macrofagos), pré-adipécitos e os adipdcitos e células especializadas

no armazenamento de lipidios3234353637 Qs lipidios sdo armazenados na forma de
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triacilglicerol, em periodos de abundante oferta de energia no citoplasma dos
adip6citos3?343536.37  Estas reservas podem ser mobilizadas para sintese de Aacidos
graxos (lipdlise) quando ocorre baixa oferta de energia para os tecidos, este processo
esta ativado em individuos obesos, podendo estar relacionado a presenca de
resisténcia a insulina323+3%36.37 Em individuos obesos as células do tecido adiposo
encontram-se aumentadas (hipertrofia) e em maior numero (hiperplasia), assim como
ha aumento na producdo de adipocinas3®3%40. O estado de hiperplasia pode levar a
um processo de hipoxia dos adipécitos, que € capaz de gerar uma alteracdo no
equilibrio das atividades pré e anti-inflamatérias no tecido adiposo, levando a
expressdo de citocinas inflamatorias pela ativacdo dos fatores de transcricdo, como
Fator Nuclear kappa B (NF-kB), assim como na elevacdo da infiltracdo de
macrofagos*t:424344.4546 Qs macréfagos ativados no tecido adiposo sdo responsaveis

pela expressao significativa de TNF-a e de IL-643,47.

Os macroéfagos encontram-se em grande numero no tecido adiposo e estédo
presentes na inflamacéao relacionada com a obesidade, pois em individuos obesos,
seu numero aumenta significativamente, através do aumento da sua infiltracdo neste
tecido. A obesidade induzida por dieta leva a uma mudanca no estado de ativacao dos
macrofagos, pois se encontram no estado M2 polarizado em animais magros, que
estdo uniformemente dispersos por todo o tecido e protegem as células deste tecido
da inflamacdo, e em obesos encontram-se no estado pro-inflamatério M1, que
contribui para a resisténcia a insulina. Os macréfagos M1 estdo em torno dos
adipdcitos mortos no tecido inflamado, formando estruturas parecidas com coroas e
representam uma fonte importante de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF- a, IL-183,
entre outras), que desempenham papéis importantes nas respostas inflamatorias

crénicas no tecido adiposo na obesidade 48 49:50,51,52,53

O tecido adiposo na obesidade apresenta diversas alteracdes, entre elas, o
estresse do reticulo endoplasmatico, o aumento de leptina e a lipdlise, diminuicdo de
adiponectina e da adipogénese, morte dos adipdcitos e resisténcia a insulina®>. A
resisténcia a insulina ocorre com a perda da capacidade dos tecidos, principalmente
musculo esquelético, tecido adiposo e figado, em responder corretamente a agao
deste horménio, podendo estar associada a diversos problemas de salde, como a
obesidade. Fatores como aumento dos &cidos graxos livres na circulagéo, inflamacao

cronica, estresse oxidativo e disfungcdo mitocondrial estdo sendo relatados como
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processos participantes no desenvolvimento da resisténcia a insulina®%’. O
mecanismo preciso pelo qual ocorre a resisténcia a insulina ainda ndo esté
completamente definido. O estado de inflamacao crénica nos tecidos € sugerido como
parte contribuinte no processo de resisténcia a insulina na obesidade e nas doencas

relacionadas®%°’.

Os acidos graxos podem estar relacionados a outros processos, ndo somente
a resisténcia a insulina, pois eles ativam as vias de sinalizacado inflamatdrias através
da interacao com receptores da familia de tipo Toll (TRL) e, indiretamente, através da
secrecdo de citocinas, como o TNF-a, IL-1B e IL-6%%°°. Receptores do tipo Tolllike sdo
uma classe que faz reconhecimento de padrdes moleculares associados a agentes
patogénicos altamente conservadas (PAMPs) microbianos, gerando ativacdo do
sistema imunologico para promoc¢ao da sintese e secrecdo de células do sistema
imunologico. Para a ativacdo de TRL, estes identificam estruturas especificas para
realizar a identificacdo de determinados fatores, como por exemplo receptor TRL-2
gue reconhece lipopeptideos bacterianos e o receptor TRL-4 que reconhece
lipopolissacarideos. A expressao do receptor TRL-4 estd aumentada em macrofagos
na obesidade, estes sdo capazes de detectar componentes da parede celular
bacteriana e identificam também acidos graxos livres no tecido adiposo e sao ativados

iniciando uma resposta inflamatdria58.59.60.61,62,63

Um estudo que utilizou a cultura de adipdcitos e macrofagos descreveu a
ocorréncia da ativacdo de NF-kB e que sua inibicdo farmacologica suprimiu a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e lipdlise dos adipdcitos. Estes resultados
sugerem gque os acidos graxos saturados, liberados por adipdcitos hipertrofiados
através da lipolise induzida por macréfagos, serve como um sinalizador para o

receptor TLR-4, levando a alteracdes inflamatérias através da ativacdo de NF-kB 64,

2.1.2.2 Obesidade e sistema nervoso central

As primeiras evidéncias do envolvimento do SNC no controle do peso corporal
e da patogénese da obesidade surgiram em estudos realizados no final de 1930 e
inicio de 19606667 Com base nestes estudos, os nucleos do hipotdlamo foram

identificados como areas que participam da homeostase energética normal, sendo o
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hipotalamo responsavel por administrar diversas fungfes metabdlicas corporais, como
o controle do apetiteb566.67,

Sinais neuronais, hormonais e sinais liberados quando héa ingestao de alimentos
constituem uma rede de comunicacdo do hipotadlamo com sinais periféricos do
intestino, pancreas, figado, tecido adiposo e tronco cerebral. Através destes sinais o
hipotdlamo modula o apetite, por respostas anorexigenas e orexigenas®. Outros
fatores estdo relacionados ao controle alimentar, desde a percepc¢éo sensorial antes
e durante o consumo do alimento, a decisdes tomadas na forma da alimentac&o
(escolher o alimento, quando comer e quando parar de comer) que unidos aos
estimulos hormonais, configuram no cérebro uma rede integrada de sinais que
determinam a composicéao, a frequéncia e o tamanho das refeicdes® 7. O nicleo do
hipotalamo com maior importancia para o controle alimentar € o nucleo arqueado. Nele
estdo localizados os neurdnios responsaveis pelos estimulos anorexigenos e
orexigenos, Sao coexpressos neuropeptideos anoréticos, pro-Opiomelanocortina
(POMC), peptideo semelhante a galanina e peptideo relacionado a cocaina e a
anfetamina (CART) e outra populacdo de orexigenos o neuropeptideo Y

(NPY) e a proteina relacionada ao Agouti (AGRP)®7L72 Tanto os neurdnios
NPY/AGRP quanto POMC/CART séao sensiveis a acdo de horménios como a insulina
e a leptina, considerando que a insulina regula o apetite em curto prazo e a leptina a
longo prazo. A leptina, produzida no tecido adiposo, suprime o apetite informando ao
cérebro o excesso de tecido adiposo, pelo bloqueio do NPY, assim como a

insulina’®"3,

Uma reviséao feita em 2010, sobre obesidade e inflamacéo, apresentou evidéncias de
gue a inflamacao hipotalamica resultante da alimentacdo com elevado teor de gordura
contribui para o surgimento da obesidade através do desenvolvimento da resisténcia
central a leptina e a insulina. Sendo que, 0 consumo excessivo de nutrientes leva ao
aumento energético que provoca inflamacédo celular nos tecidos periféricos e no
hipotalamo e a ativacao resultante das vias inflamatdrias geram resisténcia a insulina

e leptina, e por consequéncia, promove a obesidade e diabetes (Figura 1) 4.
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Figura 1 — Ciclo entre o excesso de nutrientes, a inflamagé&o celular e a resisténcia a
leptina e a insulina.
Fonte: Adaptado, Thaler, 201074,

A resisténcia a leptina pode surgir através de diversos tipos de danos e esta
relacionada a todas as formas de obesidade. Sabe-se que a sinalizacéo da inflamacao
hipotalamica que contribui para a presenca de resisténcia a insulina nos tecidos
periféricos, tais como o figado, masculo e tecido adiposo”.

O controle da ingestédo de alimentos além de ser modulada por sinais oriundos
do estbmago, do intestino e de nutrientes (figura 2), sofre acdes de um cérebro
“cognitivo” que coordena atitudes desenvolvidas através das experiéncias previas aos
alimentos, sendo o responsavel pela organizacdo destas informacdes o sistema
limbico™76. As estruturas cerebrais do sistema limbico estabelecem mecanismos de
resposta com o hipotalamo lateral para juntos atribuirem um valor hedbnico ao
alimento, como sabor, aparéncia, textura e outros’’6, O sistema limbico funciona
como um centro de recompensa, onde a dopamina é um neurotransmissor importante
para o processamento do prazer na ingestado de alimentos palataveis, configurando a
via responsavel pelo vicio ao alimento. Os componentes que envolvem a recompensa
ao alimento séo trés: a aprendizagem, o gosto, que reflete a experiéncia imediata ou
antecipacao do prazer e 0 querer, que € a motivacao levando ao aumento do apetite

e ao forte desejo aos alimentos’ 77,
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Figura 2 - Integracao de sinais periferiféricos e neuronais da sinalizacéo alimentar.
Fonte: Damiani, 201073,

Estimulos gerados pelos alimentos sao detectados por varios 6rgaos sensoriais
e transmitido para o sistema de recompensa que € formado pelo estriado, a area
tegmental ventral, nlcleo accumbens, o coértex insular, o cértex cingulado anterior e 0
cortex orbitofrontal”®. O sistema de recompensa pode ser definido como o processo
pelo qual certos comportamentos sdo reforcados em resposta a estimulos ambientais
especificos, este sistema processa as informacdes de palatabilidade dos alimentos e
gera percepcdo do sabor dos alimentos e "gostar” psicolégico de alimentos que irdo
reforcar os comportamentos relacionados com a aquisicdo e consumo de alimentos
“gratiﬁcantes” 79,80,81,82,83,84,85_

Os mecanismos de aprendizagem e memoria também estdo envolvidos no
controle do comportamento alimentar, através da representacdo na memdria obtida
de uma diversidade de informacdes assimiladas nas experiéncias com os alimentos.
Diferentes estruturas cerebrais estdo compreendidas no processo de aprendizado e

memodria dos alimentos, sendo o hipocampo a principal estrutura envolvida®87,
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2.1.2.3 Obesidade e inflamacgéao

A inflamacdo é uma resposta fisioldgica necesséria para restaurar a
homeostase, porém quando estabelece um estado crénico pode causar danos.
Estudos tém demonstrado que o consumo de nutrientes pode de forma rapida ativar
respostas inflamatérias’®®'. A presenca dos mecanismos inflamatérios e sua
ocorréncia na obesidade ainda ndo estdo bem descritos na literatura, mas sabe-se
que existem citocinas pro-inflamatorias no tecido adiposo e no SNC e que as principais
identificadas sdo TNF-a, IL-6 e IL-1B 7081,

A primeira ligagdo entre obesidade e inflamacdo foi descrita em 1993, e
demonstrou que o tecido adiposo de animais obesos, secretam TNF-a e
desempenham papel direto na resisténcia a insulina induzida pela obesidade®. O
processo inflamatério no tecido adiposo € acompanhado por um baixo grau de
inflamagé@o cronica. Neste processo, também estdo envolvidas células imunes
residentes neste tecido, que desempenham papel de inducéo e regulacéo, apesar de,

ja estarem presentes, ocorre um aumento significativo na obesidade®,

Varios mecanismos estdo envolvidos na inflamacgéo do tecido adiposo, sendo
eles, a resposta ao estresse de adipocitos (hipertrofia, hipoxia, e estresse do reticulo
endoplasmatico), a secrecao de adipocitocinas e a adesédo de um fenétipo semelhante
a macroéfagos, estando estes interligados®!. A hipéxia que ocorre no tecido adiposo de
obesos esta envolvida no processo de iniciacdo da inflamac&o, com alteracdo do
equilibrio entre as atividades pré e anti-inflamatérias®. Nas células, a hipdxia induz a
expressao de citocinas pro-inflamatorias por ativagéo dos fatores de transcrigdo como,
por exemplo, NF-kB®3:%4,

Quanto a inflamacéo hipotalamica, varios mecanismos estao envolvidos no seu
desenvolvimento, quando expostos a alimentacdo com elevado teor de gordura. O
receptor do tipo TLR-4, um componente do sistema imune inato no SNC, esta
envolvido no processo de inflamacdo hipotalamica’®. Tal receptor, quando ativado
durante a alimentacdo com elevado teor de gordura, pode causar a expressdo de
mediadores inflamatorios, levando a resisténcia neuronal da leptina e insulina. Outro
mecanismo, envolvido é estresse do reticulo endoplasmatico, sendo que sua presenca

esta acompanhada com atividades pré-apoptéticas®®.
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Maric e colaboradores® investigaram a existéncia da relacdo entre a ingestdo
de dieta rica em gordura e o desenvolvimento da inflamagé&o. No sangue e no tecido
adiposo néo foram identificadas alterag6es nos mediadores inflamatorios. No entanto,
no hipotalamo foram identificadas através de uma maior expresséo de marcadores de
ativacao glial, de IL-183, de IL-6 e NF-kB. Os autores propuzeram que seus resultados
indicaram que o consumo de dietas ricas em gordura estd associado a inflamacao
hipotalamica.

O estudo de Thaler®” e colaboradores buscaram identificar as correlagcdes
neuroanatémicas da inflamacéo hipotalamica associada a obesidade e determinar a
ocorrencia de respostas semelhantes em seres humanos. A inflamacéo hipotalamica
foi identificada desde a quarta semana de consumo da dieta com alto teor de gordura,
neste periodo néo foi detectada no figado ou no tecido adiposo, sugerindo assim, que
a dieta tenha desencadeado a expressdo do gene inflamatorio no hipotalamo,
parecendo ser pouco provavel que esta tenha iniciado a partir de um processo
inflamatorio sistémico. Os autores também relataram sobre a lesdo hipotamica,
mostrando que estava evidente no nucleo hipotalamico arqueado de ratos desde a
primeira semana que receberam a dieta, diminuindo temporariamente em resposta a
mecanismos neuroprotetores, mas a alimentagao continua restabelece este processo.
Os resultados encontrados propdem que tanto em seres humanos como em modelos
de roedores, a obesidade esta associada com lesédo neuronal no hipotalamo.

O processo inflamatorio na obesidade induzida por dieta, esta associada a um
aumento do estresse oxidativo, relacionado com a resisténcia a insulina e a leptina,
levando a alteracdes metabdlicas®®°. A leptina desempenha papel importante na
mediacao de estado pro-inflamatério de individuos obesos e também na inducdo do
estresse oxidativo®®°. Dois mecanismos estdo descritos por ocasionar estresse
oxidativo induzido por leptina: a estimulacdo da oxidacdo mitocondrial de acidos

graxos e a elevacdo de citocinas pré-inflamatérias©® 101, 102,

2.1.3 Obesidade e estresse oxidativo

O processo de estresse oxidativo é definido pela producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs; radicais livres e as espécies reativas nao

radicais) e/ou diminuicdo das defesas antioxidantes?® 212298 Qs radicais livres sdo
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moléculas de oxigénio que contém numero impar de elétrons na Ultima camada
eletrbnica, um elétron livre, que é a caracteristica que lhe confere alta reatividade com
qualguer biomolécula na qual estabelece um contato®. EROs podem ocorrer tanto em
condicg0es fisiologicas, em niveis controlados, assim com estdo presentes em muitas
doencas, onde néo ocorre o controle da sua formacao levando a diferentes danos.
Sua geragdo estd envolvida num processo continuo e fisiolégico, presente por
exemplo na producao de energia (ATP) na cadeia transportadora de elétrons, a defesa
durante o processo de infeccdo e outras fungéesi®. Porém sua producéo excessiva
pode levar a danos oxidativos, devido a sua capacidade altamente reativa, EROs
podem oxidar lipideos de membrana, alterar a funcdo de proteinas estruturais e
funcionais da célula, oxidar o DNA e gerar mutacdes significativas em genes
importantes, podendo ter como resultado o desencadeamento de apoptose celular até

a geracao de linhagens tumorais.?%: 21 22,98,103
EROs séo resultantes do metabolismo do oxigénio, gerados principalmente

como subprodutos da respiracdo mitocondriall®®, Os radicais livres ou provocam ou
resultam de reacOes de Oxido-reducdo, isto é, ou cedem o elétron solitario,
oxidandose, ou recebem outro, reduzindo-se?*1%4, Em condicdes fisioldgicas o Oz sofre
reducéo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacao de
agua, durante este processo sao formados intermediarios reativos, como os radicais
superoxido (O2), hidroperoxila (HO2) e hidroxila (OH), e o peroxido de hidrogénio
(H202). A mitocondria é responsavel pelo maior consumo do oxigénio na célula por
meio da cadeia transportadora de elétrons, na producéo de ATP, e também é um dos
principais alvos. O comprometimento da funcdo mitocondrial causada por dano
induzido por EROs, a peroxidacéo lipidica ou oxidacédo de proteinas podem também

conduzir a morte celular apopt6tical® 104, 105,106,

Em resposta a producéo de radicais livres temos 0s mecanismos protetores,
antioxidantes, que tém a funcdo de neutralizar os compostos reativos e,
consequentemente, inibir e/ou reduzir os efeitos adversos do estresse oxidativo. Este
mecanismo é composto por moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas (origem
endégena ou dietética). O mecanismo de defesa enzimatico € constituido pelas
enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx). As enzimas CAT e GPx agem com a finalidade de impedir o acimulo de

peréxido de hidrogénio, importante acdo, pois esta espécie reativa participa da
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geracao do radical OH, contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa. A enzima
SOD, corresponde a uma familia, que compreende a SOD-cobre-zinco, presente
principalmente no citoplasma, e a SOD-manganés localizada na mitocondria, estas
sdo dependentes de co-fatores para sua acao. Conforme a figura 3, a enzima SOD
por meio da reacédo de dismutacdo, catalisa a geracao de H>O> a partir do radical
superoxido e as enzimas CAT e GPx agem impedindo o acumulo de H>O,. Esta
espécie reativa (H20,) possibilita, através das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, a
geragdo do radical OH. A GPx reduz o H>O2 & agua, na conversdo da glutationa
reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). E a glutationa redutase (GRd) é responsavel
pela recuperacdo da GSH?%: 22 107,

Reacgoes que ocorrem mediante a
participagao dos metais ferro e cobre
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Figura 3 — Associacao dos sistemas de defesa enzimatico.
Fonte: Barbosa, 2010%.

O tecido adiposo branco é produtor de varias sustancias, entre elas as
citocinas®. Estas citocinas contribuem para inflamacédo sistémica na obesidade, e
consequentemente a elevada producdo de EROs!%8, Um estudo que avaliou criancas
gravemente obesas em comparac¢ao com criancas com peso normal, identificaram que
as obesas apresentaram maiores concentracdes de marcadores de formacao de 6xido
nitrico, associados ao aumento de marcadores de estresse oxidativo e a inflamacgéo .

Em outros estudos!'®1!1112 que avaliaram a obesidade e marcadores de estresse
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oxidativo em humanos, descreveram que as enzimas antioxidantes GPx, CAT e SOD
estdo com suas atividades diminuidas.

Sao diversos 0os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de estresse
oxidativo na obesidade. O consumo excessivo de gordura e carboidratos associados
a obesidade podem fazer parte do mecanismo que leva a producdo aumentada de
EROs, devido a saturacdo da cadeia de transporte de elétrons'*3. Um dos mecanismos
€ a oxidacao dos acidos graxos, que podem produzir EROs, outro mecanismo € o
excesso de consumo de oxigénio, que gera radicais livres na cadeia respiratoria
mitocondrial, juntamente com a fosforilagéo oxidativa em mitocondrias e as dietas ricas
em gordura que sdo capazes de gerar EROs, pois podem alterar o metabolismo do
oxigénio. O aumento do tecido adiposo em obesos também esta relacionado ao
estimulo na producéo de EROs, pois os adipocitos e pré-adipdcitos, em maior niamero,
séo fontes de TNF-q, IL-1 B, e IL-6, que estao relacionadas ao estimulo a producgéo de
EROS21, 113, 109,114.

2.1.4 Comprometimento cognitivo na obesidade

Sabe-se que a obesidade esta relacionada a diversos problemas de saude, ja
descritos anteriormente, mais recentes estudos estdo relacionando também a
problemas cognitivos, aumento no risco de deméncia na meia idade, como a doenca
de Alzheimer 115116117 Aytores sugerem que a dieta com elevado teor de gordura leva
a déficits de aprendizagem e memdérial*®119 assim como atrofia cerebral*?. Estudo
gue avaliou a influéncia do IMC sobre o volume cerebral identificou que a elevacao do
IMC estd associada a um volume cerebral reduzido!??. Outros estudos também
corroboram com a associacdo da obesidade com a atrofia cerebralt?.122.123,124
Compreende-se que o hipocampo possui papel importante sobre a cognicdo e a
memoaria, e que regides frontais do cérebro sdo responsaveis por funcdes executivas,
sendo que o volume destas regibes cerebrais esta vulneravel ao efeito da
obesidade!??1?>, Embora ainda nédo se tenha muitas evidencias, é possivel questionar
sobre o envolvimento da atrofia em regides frontais do cérebro e no hipocampo como
um dano gue contribui para o0 comprometimento cognitivo em obesos.

Cada vez mais estudos vém demostrando que a obesidade esta associada a

um baixo grau de inflamacédo nos tecidos periféricos e na circulagdo 08185126 E que



26

este processo de inflamacdo também estd presente no SNC, principalmente no
hipotalamo’46.97.127 " \arios mecanismos estdo sendo proposto para causa de
disfuncao cognitiva na obesidade, entre eles a participacdo da inflamagé&o sistémica e
central, que além de afetar as vias para regulacdo da alimentagdo, também
comprometem funcdes cognitivas'?’. Estudo realizado para avaliar o
comprometimento cognitivo apos administracdo de dieta rica em gordura e dieta
ocidental demonstrou que a dieta rica em gordura pode levar ao comprometimento
cognitivo relacionado a inflamacéo presente no cérebro’.

O hipotalamo é responsavel por diversas funcdes fisioldgicas, e muitas destas
estdo correlacionadas a atencdo, aprendizagem e memoérial?’. O eixo
hipotalamopituitaria-adrenal desempenha importante papel na funcdo cognitival?’.
Vem sendo evidenciado que este eixo apresenta hiperatividade na obesidade e gera
consequente hipersecrecdo de glicocorticéides??®. Esta hiperatividade relacionada
com hipersecrecéo de glicocorticéides tem sido associada a danos no hipocampo!?°,
podendo levar a comprometimento da funcdo cognitiva'?’.

A obesidade esta afetando cada vez mais pessoas, alcancado proporcdes
epidémicas em todo o mundo’®. Apresentar niveis epidémicos € preocupante, pois
individuos obesos apresentam diversa doencas associadas, assim como
complicacdes®. Busca-se complementar os estudos para o esclarecimento de
aspectos relacionados a fisiopatologia da obesidade reconhecendo seu envolvimento
no comprometimento do hipocampo, do estriado e do cortex pré-frontal para entender

sua ligacdo com o desenvolvimento do déficit cognitivo em pacientes obesos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros inflamatérios e de estresse oxidativo no hipocampo, no
estriado e no cortex pré-frontal de camundongos submetidos a obesidade induzida por
dieta hiperlipidica, a fim de avaliar o impacto da obesidade sobre estruturas
relacionadas a cognigéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Mensurar os niveis de citocinas IL-13, IL-10, TNF-a em camundongos
submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

* Mensurar os niveis de dano oxidativo em lipideos e de carbonilacdo de
proteinas em camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica;

« Avaliar atividades das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase

de camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica.



28

4. METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental utilizando modelo animal de obesidade por dieta

hiperlipidica.

4.2 POPULACAO/AMOSTRA

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-35g) com idade de 40 dias
obtendo-se os exemplares do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Utilizou-se 40 camundongos, randomizados e divididos em dois grupos,
obesos (dieta hiperlipidica) e controles (dieta normolipidica), a descricdo da utilizacao
dos animais esta detalhada na linha do tempo (figura 4). Os animais receberam agua
e racdo em livre acesso e foram mantidos nos ciclos claro/escuro de 12 horas e

temperatura de 23+1°C.

10 SEMANAS
]

FORNECIMENTO DA DIETA E ANALISE DO CONSUMO DIARIO

1° 7° 70°
DIA DIA DIA
| : |
i Peso corporal i
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Cortex pré- l
frontal .
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Figura 4. Linha do tempo - experimento de inducao de obesidade.



4.3 PROCEDIMENTOS

A execucéo do projeto ocorreu no Laboratdrio Neuroimet da UNISUL, Tubaréo
(SC), Bloco da Saude. E a utilizagdo dos animais seguiu os principios de cuidado e
manejo ético descritos na Diretriz Brasileira para Cuidado e Utilizacdo de Animais

para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) de 2013,

4.3.1 Inducéo da obesidade

O protocolo para indugdo da obesidade e a composicao das dietas foi baseado em

estudos anteriores®®32, Os ingredientes e suas quantidades nas racdes utilizadas

estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Ingredientes da rag&o controle e hiperlipidica.

COMPOSIGAO E VALOR CALORICO A CADA 1000G (1KG) DE RACAO

Racao controle

Racéo hiperlipidica

INGREDIENTES o/kg kcal/kg a/kg kcal/kg

AMIDO DE MILHO 4275 1710 1155 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 ; . 312 2808

CELULOSE 50 - 50 -

MIX DE MINERAIS 35 ) 35 )

MIX DE VITAMINAS 10 i 10 -

L-CISTINA 3 i 3 -

BITARTARATO DE COLINA 25 i 2,5 -

BUTIL HIDROXITOLUENO (BHT) | 0,028 - 0,028 -
TOTAL 1000,028 3798 1000,028 5358

Fonte: Adaptado de PragSolucdes Biociéncias, Cintra et al.'! e Razolli et al.*%2,
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Os animais foram pesados e divididos, aleatoriamente, em 2 grupos de igual
namero: controles e obesos. O experimento teve duracdo de 10 semanas. A racdo dos
animais foi comprada de uma empresa especializada em desenvolvimento e produgao
de dietas padronizadas para experimentacéo animal, para garantir que os ingredientes
e a quantidade de micronutrientes nao fossem diferentes.

O parametro de consumo alimentar foi mensurado durante todo o experimento,
diariamente, através do célculo da diferenca entre a quantidade de racao oferecida
aos animais e a quantidade restante na gaiola, ap6s vinte e quatro horas. O peso
corporal foi verificado semanalmente.

A gordura visceral foi mensurada, conforme descrito por Hansen e
colaboradores (1997)23. Os resultados foram expressos como gramas de gordura por
10g de peso corporal (g/109).

Os animais foram mortos apds 10 semanas de experimento, seguindo as
especificacdes, dos principios de cuidado e manejo descritos na Diretriz Brasileira para
o Cuidado e Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA) de 20131,
Houve a retirada da gordura visceral, coletada das regides mesentérica, epididimal e
retroperitoneal, sendo lavada e pesada em balanca de alta precisdo, o cérebro retirado
e isolado o hipocampo, estriado e cortex pré-frontal separadamente e armazenados a

-80°C para analises inflamatorias e bioquimicas.

4.3.2 Avaliacdo de marcadores inflamatorios

Os niveis dos marcadores inflamatorios, IL-18, IL-10 e TNF-a foram avaliados
no hipocampo, estriado e coOrtex pré-frontal e determinados pelo ensaio
imunoenzimatico - ELISA, conforme kit comercial (R&D Systems, Minneapolis, MN).
O principio da técnica se baseia em reacfes antigeno-anticorpo detectaveis atraves

de reacBes enzimaticas.

4.3.3 Avaliacao de dano em lipidios pelos niveis de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbitarico-TBARS

A producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) é um
marcador de peroxidacdo lipidica. Esta técnica se baseia na capacidade do &cido

tiobarbitUrico reagir com substancias, como por exemplo o malondialdeido (MDA),
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provenientes da lesdo oxidativa em membranas celulares conferindo uma coloragéo
résea, a solugdo que podera ser mensurada por espectrofotometria. A técnica é
realizada inicialmente através da homogeneiza¢do das amostras, misturadas com 1
ml de &cido tricloroacético 10% e 1 ml de &cido tiobarbiturico 0,67%. A seguir, a mistura
€ aquecida em banho maria a 100°C durante 30 minutos. O equivalente de
malondialdeido (MDA) é determinado pela absorbancia de 532 nm usando 1,1,3,3 —
tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos como equivalentes de MDA
(nmol/mg de proteina)34.

4.3.4 Avaliacao dos niveis de carbonilacdo de proteinas

O dano oxidativo em proteinas foi mensurado pela quantificacdo de
grupamentos carbonilas baseada na reacdo com dinitrofenilhidrazina, conforme
descrito por Levine e colaboradores!®. Em sintese, a técnica se baseia na
precipitacdo de proteinas pela adicado de acido tricloroacético a 20% e dissolvidas em
dinitrofenilhidrazina, e a absorbancia € lida num espectrofotémetro a 370 nm. Os
resultados foram expressos como niveis de proteinas carboniladas por miligrama de

proteina (nmol/mg de proteina).

4.3.5 Avaliacao da atividade das enzimas antioxidantes

Foi avaliada a atividade de duas enzimas com atividade antioxidante: a catalase
(CAT) e a superoxido dismutase (SOD). Ambas metodologias sdo mensuradas através
de espectrofotometria. A atividade de CAT é avaliada segundo a método descrito por
Aebil®®, que consiste na decomposicédo H»O> para gerar H20 e Oz, medindo a taxa de
decaimento da absorbancia do peréxido de hidrogénio em 240nm, representada como
unidades por miligrama de proteina. A atividade da SOD foi determinada pela
avaliacdo na sua capacidade de inibir a auto-oxidacéo da adrenalina, este processo
de oxidacéo leva a formacdo do adenocromo, que confere cor a solucéo, a velocidade
da sua formacéo é medida em 480nm, podendo avaliar a atividade da SOD, conforme
descrito na literatura®®’. Os resultados foram expressos como unidades/ mg de

proteina.
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4.4 ANALISE DE DADOS

A analise estatistica foi feita através do programa estatistico Statistical
Packege for the Sciences (SPSS). Os dados foram avaliados por Teste t student. Sera
considerada significancia estatistica para valores de p<0,05. Para constituicdo da
amostra levou-se em consideracao estudos prévios, adotando uma diferenca de até
20% nos parametros a serem analisados entre 0os grupos e uma variancia de no
maximo 10% entre as médias. Para o tamanho de amostra calculou-se para um erro
alfa de 0,05 e um poder de 80%.

4.5 ASPECTOS ETICOS

O formulario foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNISUL, sendo aprovado conforme codigo 15.002.4.01.1V (anexo A).
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO PESO CORPORAL E GORDURA VISCERAL

Ap6s 10 semanas os animais do grupo controle e do obeso apresentaram ganho
de peso. A partir da terceira semana de experimento os animais do grupo obeso
apresentaram ganho de peso superior aos animais do grupo controle, sendo esta
diferenca significativa, conforme figura 5. A avaliagéo da gordura visceral (Figura 6),
teve um aumento significativo no grupo obeso quando comparado ao grupo controle,
porém quando analisada individualmente as gorduras mesentérica, epididimal e
retroperitoneal (Figura 7) apenas a gordura mesentérica apresentou aumento

significativo, quando comparado ao grupo controle.

801
% Obeso

% * &~ Controle

Peso corporal
(Gramas)

204

0 L L ] L] L] L L L ] ] L]

0 l1a 22 32 4a & @ 7a ga 9a 7]Q2

Semanas

Figura 5 — Avaliacdo do ganho de peso em camundongos do grupo controle e dos que

receberam dieta hiperlipidica. Os valores foram considerados significativos para *

p<0.05.
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Figura 6 — Avaliacdo da gordura visceral em camundongos do grupo controle e dos
gue receberam dieta hiperlipidica. Os valores foram considerados significativos para *

p<0.05.
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Figura 7 — Avaliacdo das gorduras mesentérica, epididimal e retroperitoneal em
camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta hiperlipidica. Os valores

foram considerados significativos para * p<0.05.
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5.2 AVALIACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

Os animais do grupo obeso apresentaram aumento significativo nos niveis de
IL-18, no hipocampo, estriado e no pré-frontal, quando comparado aos controles
(Figura 8). Os niveis de TNF-a (Figura 9), apresentou aumento significativo no estriado
e no hipocampo dos animais obesos, quando comparado ao controle. A presenca de
IL1-B e TNF-q, citocinas pré inflamatodrias, demostra que um processo de inflamagao
esta instalado nos tecidos. Na avaliacdo dos niveis de IL-10 (Figura 10), apenas no
estriado ocorreu aumento significativo no grupo obeso, podendo ser relacionado a um
desenvolvimento de resposta anti-inflamatoria.
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Figura 8 — Avaliacdo dos niveis de Interleucina-1p no hipocampo, estriado e pré-frontal
de camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta hiperlipidica.

Os valores foram considerados significativos para * p<0.05.
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Figura 9 — Avaliacdo dos niveis de TNF-a no hipocampo, estriado e pré-frontal de

camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta hiperlipidica. Os valores

foram considerados significativos para * p<0.05.
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Figura 10 — Avaliacdo dos niveis de Interleucina-10 no hipocampo, estriado e pré-
frontal de camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta hiperlipidica.

Os valores foram considerados significativos para * p<0.05.
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5.3 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para avaliacdo de estresse oxidativo, avaliou-se dano a lipideos e a proteinas
no hipocampo, estriado e no pré-frontal. A avaliacdo de dano a lipideos se deu atraves
da verificagdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (Figura 11), sendo
encontrado aumento significativo no hipocampo dos animais obesos, comparadas ao
controle. O dano a proteinas foi avaliado pela formacao de proteinas carboniladas
(Figura 12), mostrando aumento significativo no hipocampo e no estriado dos animais

obesos.
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Figura 11 — Avaliacdo do dano em lipideos no hipocampo, estriado e pré-frontal de
camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta hiperlipidica. Os valores

foram considerados significativos para * p<0.05.
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Figura 12 — Avaliacdo do dano em proteinas no hipocampo, estriado e pré-frontal de
camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta hiperlipidica. Os valores

foram considerados significativos para * p<0.05.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Na avaliacao da atividade de SOD (Figura 13) nao foi observado diferenca entre
0S grupos obesos e controle nas estruturas analisadas. A atividade da CAT (Figura
14), foi observado aumento significativo no pré-frontal e uma inibicdo significativa da

sua atividade no hipocampo dos animais que receberam dieta hiperlipidica.
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Figura 13 - Avaliagdo da atividade da enzima antioxidante SOD no hipocampo,
estriado e pré-frontal de camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta

hiperlipidica. Os valores foram considerados significativos para * p<0.05.
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Figura 14 — Avaliacdo da atividade da enzima antioxidante CAT no hipocampo,
estriado e pré-frontal de camundongos do grupo controle e dos que receberam dieta

hiperlipidica. Os valores foram considerados significativos para * p<0.05.
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6. DISCUSSAO

A obesidade é vista como um estado de baixo grau de inflamacdo crbnica
sistémica, caracterizada como uma inflamacdo metabdlica, pois € resultado de
anormalidades homeostaticas e ndo causada por um patégeno®13813°  Estudos
demostram que o0 consumo excessivo de nutrientes pode de forma rapida ativar
respostas inflamatorias através da expressao de citocinas’®®'. Esse mecanismo pode
ser observado no tecido adiposo, bem como no hipotdlamo e outras estruturas do
SNc61,70, 81, 138,139, 140,141_

A fim de investigar o envolvimento da obesidade no comprometimento cognitivo,
0 presente estudo avaliou parametros inflamatorios e de estresse oxidativo em
estruturas relacionadas com a fungéo cognitivas de animais submetidos a modelo de
obesidade. Na tabela 3 esta apresentado o resumo dos resultados encontrados, que

serdo discutidos posteriormente.

Tabela 3 - Resumo dos resultados.

Estruturas Marcadores Marcadores de Enzimas
Inflamatérios Estresse Oxidativo Antioxidantes
TNF- | IL-18 | IL-10 | TBARS | CARBONIL SOD CAT
a

MR RS A NN
St
44 t

O presente estudo identificou a presenca de processo inflamatorio instalado no

hipocampo e no estriado dos animais que receberam dieta hiperlipidica, através da

expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, no entanto o cértex pré-frontal apresentou
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um inicio para este processo. Esta diferenca no processo de inflamag&o nos tecidos
avaliados se deu pela disparidade na expressao de citocinas.

Quando avaliado as estruturas individualmente quando ao processo
inflamatoério, pode-se descrever que o hipocampo dos animais apresentou um
processo inflamatério instalado pela expressdo IL-1B8 e TNF-a, citocinas pro-
inflamatdrias, e que ndo houve o desenvolvimento de uma atividade anti-inflamatoria,
pois ndo ocorreu a expressao de uma das principais citocinas com esta atividade a IL-
10. Na avaliacdo do estriado foi identificado um perfil diferente, pois ocorreu a
expressdo IL-18 e TNF-a acompanhado da IL-10, podendo caracterizar que neste
tecido também ocorreu um processo inflamatoério, porem este conseguiu desenvolver
uma resposta com a expressao de IL-10 para defesa. No cortex prée-frontal foi
identificado a expresséo de IL-1B, importante citocina que esta envolvida no processo
de instalac&o da inflamatoria, caracterizando um inicio deste processo neste tecido. A
identificagdo do processo inflamatério nestas estruturas sugere que animais
submetidos a inducédo de obesidade por dieta hiperlipidica podem desenvolver déficit
cognitivo, pois hipocampo, estriado e cértex pré-frontal sdo estruturas fortemente
interligadas e podem sofrer danos ligados a instalacdo de inflamacdo levando a
comprometimento nas suas fungdes'#?.

E importante destacar que o processo de inflamac&o ja vem sendo bem descrito
guanto a sua presenca no tecido adiposo e também em outras estruturas do sistema
nervoso, como o hipotalamo, sendo que a presenca de inflamacédo neste tecido pode
estar relacionada a migracéo das citocinas pro-inflamatérias para outros tecidos, como
o hipocampo, o estriado e o cortex pré-frontal. Milanski e colaboradores#3, mostraram
gue acidos graxos com cadeia saturada também sao capazes de ativar receptores do
tipo Toll-like (TLR4, do inglés Toll-like receptor 4) no hipotalamo. Estudos destacam
gue a ativacdo do TLR4 tem a capacidade de iniciar a via de sinalizacdo do NFkB, o
gue aumenta a expressdo de citocinas pré inflamatérias (IL-6 e TNF-q)43 144, 145
Diversos estudos observaram a ativacdo do receptor TLR4 no hipotalamo®6:146:147. 148
Pode-se entdo sugerir que a dieta com alto teor de gordura consumida pelos animais
do presente estudo, tenham iniciado a ativacdo dessa cascata de mediadores
inflamatorios, culminado na expressdo das citocinas IL-6, IL1-B, conforme foi
observado por outros autores®:146.147.148 - Além do hipotalamo, outros tecidos do SNC
vém sendo descritos como afetados pelo processo inflamatério desenvolvido na

obesidadel49.150.151
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Diversos fatores podem estar relacionados a presenca de inflamacdo no
sistema nervoso central de animais submetidos a modelo de obesidade. Um deles é a
alteracd@o na permeabilidade da barreira hematoencefélica que pode estar relacionada
com os efeitos prejudiciais de consumo dieta ocidental na fung&o cognitiva,
aumentando ainda mais a vulnerabilidade do hipocampo a fatores dietéticos e
metabolicos!®21%3, H4 evidéncias de que a elevacéo de citocinas pré-inflamatérias na
periferia possam migrar para o SNC, quando ocorre comprometimento da barreira
hematoencefalica, fazendo com que o cérebro fiqgue mais acessivel para estes agentes
inflamatdrios49:154,

O estudo de Dinel e colaboradores®®, buscou evidencias para identificar se o
aumento da prevaléncia de alteracbes comportamentais na sindrome metabolica
também estd associado com inflamagdo central, avaliando comportamentos
emocionais e de memoria, bem como 0s niveis plasmaticos no hipocampo e no
hipotdlamo de citocinas inflamatdrias. Os autores encontraram niveis de citocinas
inflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6) aumentadas no hipocampo, além de aumento
comportamentos de ansiedade e memoria de reconhecimento prejudicada. Atraves
dos resultados obtidos os autores concluiram que a inflamagéao do hipocampo € um
importante fator na fisiopatologia das complicacbes neuropsiquiatricos, pois 0
hipocampo € uma area cerebral fundamental para o controle de comportamentos
emocionais e cognitivos.

Estudos que utilizaram modelo de obesidade induzida por dieta relatam que este
tipo de dieta € capaz levar a um aumento de citocinas pro inflamatérias no cérebro e
na periferia, principalmente I1L-6, TNF-a841% e |L1- B*®°. O estudo de Pistell, 201084,
apos avaliar a capacidade cognitiva e marcadores bioquimicos de inflamacéo cerebral
em animais que receberam dieta com elevado teor de gordura e dieta ocidental,
sugeriram a ligacdo entre a obesidade induzida por dieta, inflamacéo cerebral e
comprometimento cognitivo. Liu e colaboradores®®®, tiveram como objetivo investigar o
potencial mecanismo de efeitos protetores da luteolina no comprometimento cognitivo
induzida pela obesidade, mostraram na analise dos parametros inflamatorios, que os
niveis de TNF-a e IL-6 tiveram aumento significativo no hipocampo e no cortex dos
animais que receberam dieta rica em gordura.

No entanto o estudo de Baumgarner e colaboradores'#!, que avaliou se
obesidade induzida por dieta afeta o desempenho cognitivo em relagdo a

neuroinflamacdo, nas amostras de hipocampo e cértex, observou que a dieta ndo
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influenciou a resposta inflamatéria nestes tecidos, e que os défices cognitivos
associados com obesidade induzida por dieta podem ser relacionados com um
reduzido suporte neurotrofico. Diversos estudos relatam sobre a variacdo dos niveis
de citocinas inflamatérias, que podem estar relacionadas a diferenca entre a idade dos
animais estudados, pois a modelos de obesidade induzida por dieta que utilizam
animais com 3 semanas?®!, 14 semanas'#!, 12 meses®. Além da idade dos animais
esta discrepancia entre os resultados pode se ocorrer pela diferenca nas espécies e
no tipo de dieta®’.

O presente estudo também avaliou a presenca de estresse oxidativo no SNC
através da andlise de dano a proteinas e a lipideos em relacdo a exposicao a dieta
hiperlipidica, sendo que foi identificado aumento de dano a proteinas no hipocampo e
no cortex pré-frontal e dano a lipideos somente no hipocampo. Quando avaliada a
defesa antioxidante nestes tecidos obtivemos as seguintes respostas, diminuicdo da
atividade de CAT no hipocampo e aumento da sua atividade no cortex pré-frontal. A
atividade da SOD, nao apresentou diferenca entre o grupo que recebeu dieta controle
e hiperlipidica. O estriado ndo apresentou diferenca entre 0s grupos nos parametros
analisados para estresse oxidativo e defesa antioxidante. Podendo descrever que no
hipocampo a presenca do processo inflamatério pode ter levado ao dano em lipideos
e proteinas e este tentou desenvolver uma defesa que néo foi satisfatéria. No estriado
a inflamacéo instalada juntamente o a presenca de citocinas anti-inflamatorias, podem
ter levado a um dano mais discreto ocorrendo somente danos a proteina, sem
desenvolvimento de defesa antioxidante. No cortex pré-frontal foi identificado a
presenca de IL-1pB, sugestivo para um inicio de inflamacé&o, que pode estar relacionada
ao dano a lipideos encontrado, porém como o processo de inflamacéo instalado pode
ainda ser inicial a defesa antioxidante consegue se desenvolver.

Existem varios mecanismos que podem justificar a presenca de estresse
oxidativo na obesidade. O estado de inflamacdo crénica instalado em individuos
obesos é o0 principal mecanismo de estresse oxidativo, pois as citocinas pré
inflamatdrias, especialmente TNF-a'%8, sdo potentes estimuladores para a producéo
de espécies reativas de oxigénio. Estdo envolvidos outros mecanismos na presenca
de estresse oxidativo, como a oxidacdo de acidos graxos, 0 aumento no consumo de
oxigénio, que gera radicais livres na cadeia respiratoria mitocondrial, a ocorréncia de
danos celulares causado pelo excesso de acumulo de gordura e o tipo de dieta, pois

dietas ricas em gordura podem alterar o metabolismo do oxigénio®159.160  Apds o



44

aumento de tecido adiposo, a atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), apresentam-se significativamente
diminuidas®161.162_ A avaliacéo da atividade da SOD e CAT no hipocampo e no cortex
pré-frontal, ndo mostrou alteracéo pela exposicédo a dieta rica em gordura'?,

7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados podem sugerir que a presenca do processo
inflamatorio sistémico, ja descrito por outros autores, esta relacionado ao aumento de
citocinas inflamatérias na periferia que podem contribuir para inflamacéo central e
consequente dano oxidativo em animais obesos. Pode-se sugerir, que a inflamacao
central quando instalada no hipocampo, cortex pré-frontal e estriado pode contribuir

para danos cognitivos relacionado a obesidade.
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