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RESUMO

Introducéo: A obesidade esta associada a presenca de inflamacéo crénica de baixo
grau, bem como o estrese oxidativo que possuem influéncia significativas no
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, incluindo Doenca de Parkinson
(DP). Objetivo: Avaliar os efeitos da obesidade sobre parametros neuroinflamatérios
e neuroquimicos em modelo animal de DP induzido por reserpina. Métodos:
Camundongos Swiss machos foram randomizados em quatro grupos: Controle +
Salina, Controle + DP, Obeso + Salina e Obeso + DP. O modelo animal de
obesidade foi induzido a partir do consumo de dieta hiperlipidica por 10 semanas. O
modelo animal da DP foi induzido pela administracao intraperitoneal de reserpina (1
mg/kg). A associacdo dos modelos ocorreu na décima semana de inducdo de
obesidade. Apo6s a inducdo do modelo animal da DP, os animais foram submetidos
ao teste comportamental de campo aberto e, na sequéncia foram eutanasiados. As
estruturas foram removidas e isoladas para posterior analise do padréo inflamatorio,
danos oxidativo e atividade do completo | e completo Il da cadeia respiratoria.
Resultados: O grupo obeso apresentou aumento da inflamacéo e do dano oxidativo
e inibicdo dos complexos | e Il da cadeia respiratoria mitocondrial nas estruturas
avaliadas. O grupo DP nao apresentou inflamacéo e disfuncdo mitocondrial, mas
apresentou dano oxidativo em hipocampo. O grupo de associa¢do, obeso + DP,
apresentou reducdo da inflamacao e estresse oxidativo e aumento da atividade dos
complexos | e Il da cadeia respiratdria mitocondrial na maioria das estruturas
analisadas. Em contrapartida, apresentou dano oxidativo em proteinas no figado,
cortex pré-frontal, estriado e cortex cerebral, também, apresentou estresse oxidativo
em hipotdlamo, uma vez que este apresentou reducdo na atividade da enzima
antioxidante catalase (CAT) Conclusao: A associacdo dos dois modelos, obeso +
DP, ndo aumentou a inflamacéo, estresse oxidativo e disfun¢cdo mitocondrial, mas

aumentou dano oxidativo em estrutura periférica e estruturas cerebrais.

Descritores: Obesidade. Doenca de Parkinson. Neuroinflamacédo. Estresse
Oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is associated with the presence of low-grade chronic
inflammation, as well as oxidative stress, which has relevant influences on the
development of neurodegenerative diseases, including Parkinson's Disease (PD).
Objective: To evaluate the effects of obesity on neuroinflammatory and
neurochemical parameters in an animal model of reserpine-induced PD. Methods:
Male Swiss mice were randomized into four groups: Control + Saline, Control + DP,
Obese + Saline and Obese + DP. The animal model of obesity was induced by
consuming a high-fat diet for 10 weeks. The animal model of PD was induced by
intraperitoneal administration of reserpine (1 mg/kg). The association of the models
occurred in the tenth week of obesity induction. After the induction of the animal
model of PD, the animals were submitted to the open field behavioral test and, after
that, they were euthanized. The structures were removed and needed for further
analysis of the inflammatory pattern, oxidative damage and activity of complete | and
complete Il of the respiratory chain. Results: The obese group presents increased
inflammation and oxidative damage and inhibition of complexes | and Il of the
mitochondrial respiratory chain in the evaluated structures. The PD group did not
show inflammation and mitochondrial dysfunction, but showed oxidative damage in
the hippocampus. The association group, obese + PD, presented reduced
inflammation and oxidative stress and increased activity of complexes | and Il of the
mitochondrial respiratory chain in most of the analyzed structures. On the other hand,
it presented oxidative damage in proteins in the liver, prefrontal cortex, striatum and
cerebral cortex, also presented oxidative stress in the hypothalamus, since this show
a reduction in the activity of the antioxidant enzyme catalase (CAT) Conclusion: The
association of the two models, obese + PD, did not increase inflammation, oxidative
stress and mitochondrial dysfunction, but increased oxidative damage in peripheral

structure and brain structures.

Keywords: Obesity. Parkinson's Disease. Neuroinflammation. Oxidative Stress.
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1 INTRODUCAO

A obesidade tornou-se uma epidemia global, acometendo todas as faixas
etarias, bem como populacGes e paises de todos os niveis econdmicos?. A
crescente prevaléncia de obesidade representa um relevante problema de saude
publica®* pelo fato da mesma estar associada ao desenvolvimento de inUmeras
doencas que prejudicam a qualidade de vida®. Ademais, ainda ha o impacto
econdbmico, uma vez que 0s custos totais decorrentes da obesidade e doencas
associadas séo significativos e progressivos para os sistemas de salde e para a
sociedade®.

A obesidade é caracterizada como o acumulo anormal ou excessivo de
gordura, proveniente de um desequilibrio entre o consumo caldrico e 0 gasto
energético em um nivel que compromete a saude do individuo’. Além disso, é uma
doenca complexa e multifatorial, com origens genéticas, comportamentais,
socioeconémicas e ambientais. Todos esses fatores em conjunto exercem uma forte
influéncia no desenvolvimento da obesidade®.

Sabe-se que a obesidade causa varias alteracdes corporais, incluindo a
presenca de inflamac&o®10, estresse oxidativo'*? e disfuncdo mitocondrial'314. Além
disso, evidéncias crescentes possibilitam o entendimento do papel critico do tecido
adiposo na regulacdo dos mecanismos fisiopatolégicos da obesidade e
comorbidades associadas. O tecido adiposo tem sido reconhecido ndo somente
como um simples tecido de armazenamento de energia, mas também, como um
orgdo enddécrino ativo que secreta uma diversidade de moléculas biologicamente
ativas conhecidas como adipocinas!®. O tecido adiposo de individuos magros libera,
principalmente, adipocinas anti-inflamatoérias. Por outro lado, o tecido adiposo de
individuos com obesidade secreta, sobretudo, citocinas pré-inflamatérias, como fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)- 6, leptina, visfatina, resistina,
angiotensina Il e inibidor do ativador do plasminogénio 11617,

Essas adipocinas induzem a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que em excesso gera estresse oxidativo e, por sua vez, uma grande e
irregular producéo de outras adipocinas'®. As ERO sdo moléculas altamente reativas
gue podem danificar estruturas celulares podendo desencadear ou potencializar

uma resposta inflamatéria, levando ao desenvolvimento de complicacbes
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relacionadas a obesidade®. Dessa forma, a obesidade esta associada a inflamacéo
sistémica cronica de baixo grau no tecido adiposo?®.

Por outro lado, a obesidade ndo leva apenas a alteracbes em tecidos
periféricos, mas também no sistema nervoso central (SNC). O excesso caldrico
produz efeitos inflamatérios hipotalamicos, que possivelmente influenciam na
homeostase normal da ingestdo de energia e dispéndio energético, bem como,
sensibilidade a insulina?.

Mais recentemente, a neuroinflamacédo derivada da obesidade demonstrou
afetar outras estruturas cerebrais, além do hipotalamo. Estudos mostraram relacao
entre a obesidade e o sistema de recompensa, destacando altera¢des funcionais em
regibes como cortex pré-frontal e estriado?23, Além disso, individuos com
obesidade tém menor disponibilidade do receptor D2 de dopamina (DA) no corpo
estriado do cérebro®. Neste contexto, sabe-se que a neurotransmissdo
dopaminérgica também é reduzida na Doencga de Parkinson (DP)?®, portanto, a alta
adiposidade é considerada um fator de risco para varias doencas
neurodegenerativas, incluindo DP?6-2°,

A DP é caracterizada pela perda seletiva de neurénios dopaminérgicos na
parte compacta da substancia negra (SN) e reducao da sintese e propagacao da DA
em outras regides da via nigroestriatal, como estriado e area tegmental ventral,
causando sintomas motores e ndo motores. Os sintomas motores incluem rigidez,
lentiddo, tremor de repouso e reflexos posturais comprometidos, enquanto que 0s
sintomas nao motores incluem anormalidades de humor, cogni¢céo, sono e funcéo
autonémica®. O comprometimento cognitivo leve e a deméncia estdo entre os
sintomas ndo motores mais comuns na DP3!. Outra marca neuropatolégicas da DP
sdo os corpos de Lewy e os neuritos de Lewy3? que sdo predominantemente
formados pela agregagéo anormal da proteina a-sinucleina. Mutacdes no gene que
codifica a a-sinucleina, a saber SNCA, geram agregacdo de proteinas e
neurodegeneracdo aumentadas®:. Além disso, a neuroinflamacdo cronica é uma
caracteristica importante na fisiopatologia da DP34-36,

Portanto, considerando que sao raros os estudos que associam a obesidade
a DP, justifica-se a importancia do estudo de ambas as doencgas associadas. Sabe-
se que estudos pré-clinicos e clinicos comprovam a presencga de neuroinflamacgéo e
alteracdes neuroquimicas na obesidade, neste sentido, fez-se necesséario melhor

identificar as alteracbes cerebrais causadas pela obesidade associada ao modelo



13

animal de DP, a fim de reunir conhecimento acerca dos mecanismos relacionados as
mesmas que pudesse servir de base para ensaios clinicos na busca por estratégias
terapéutica que visem a melhor qualidade de vida. Assim sendo, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da obesidade sobre parametros
neuroinflamatérios e neuroquimicos em modelo animal de DP induzido por

reserpina.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Obesidade: conceito, epidemiologia e diagnostico

Os hébitos alimentares tém se modificado consideravelmente no decorrer da
evolucdo da espécie. Comparada ao padrdo alimentar contemporaneo, a dieta
paleolitica, dos antepassados era baseada em animais selvagens e vegetais, rica
em proteinas e pobre em carboidratos. A introducédo da agricultura ha 10 mil anos,
mudou definitivamente a natureza do fornecimento do alimento. Mais adiante, as
alteracbes alimentares acompanharam a Revolucdo Industrial, que gerou
oportunidades para o processamento de alimentos como grdos e cereais. Além
disso, o inicio da globalizacéo permitiu a insercdo de diferentes e novos alimentos®’,

Ao longo das ultimas décadas diversas populacées do mundo convive com o
fenbmeno denominado de transicdo nutricional marcado pela ma alimentacédo. Ao
mesmo tempo em que se observa uma diminuicdo dos indices de desnutricdo,
ocorre um aumento da prevaléncia da obesidade, que vem acompanhada de
doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT). Esse fenbmeno envolveu um aumento
no consumo de bebidas caloricas, produtos ultra processados, acompanhado por
uma reducédo significativa no consumo de frutas e legumes®, além da inatividade
fisica que contribui significativamente para a epidemia da obesidade®®.

Embora influéncias ambientais, incluindo a dieta e estilo de vida, tenham
causado a epidemia de obesidade®®, estudos individuais e familiares mostram que
fatores genéticos influenciam a susceptibilidade a estd doenca*~#4. No entanto,
apesar do mapa genético da obesidade apontar mais de 60 genes candidatos para o
‘seu desenvolvimento® estudos demonstram gue o meio ambiente é o fator principal

de ativacdo ou silenciamento desses genes#64,
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Portanto, a obesidade é caracterizada por um aumento no peso corporal que
resulta de um acumulo anormal ou excessivo de gordura que pode gerar prejuizos a
salde*®. Esta doenca também é apontada como uma das principais causas de
morbimortalidade levando ao desenvolvimento de diversas doencas, incluindo
sindrome metabdlica*>*°, diabetes mellitus tipo 2°1%?, doencas cardiovasculares®s,
esteatose hepatica nédo alcéolica®, depressdo®>°7, ainda, aumenta o risco de varios
tipos de cancer®®-% e doencas neurodegenerativas, como DP?861, Dessa forma, a
obesidade tornou-se um problema de salude publica que progride rapidamente
e afeta inUmeros paises em todo o mundo, em virtude de sua prevaléncia, custos e
danos a saude®25.

Dados globais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam que em
2016 mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam com sobrepeso, dos quais mais de 650
milhBes eram obesos. Além disso, 39 milhdes de criangcas menores de cinco anos,
apresentavam excesso de peso ou obesidade em 2020%. Em 2025, a estimativa é
de que 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam acima do peso, sendo 700
milhées de individuos com obesidade®®. No Brasil, levantamento do Ministério da
Saude revela que mais da metade da populacdo, 55,7% tem excesso de peso,
sendo ligeiramente maior entre homens (57,8%) do que entre mulheres (53,9%). O
estudo também revela que a obesidade cresceu no pais, atingindo o percentual de
19,8% da populacdo, sendo um pouco maior entre as mulheres (20,7%) do que
entre os homens (18,7%)%’. Contudo, o aumento da adiposidade é um processo
cronico e potencialmente reversivel, com diagndstico e tratamento adequados®8.

O principal meio de avaliagdo da obesidade adotado pela OMS € o indice de
massa corporal (IMC), que é calculado utilizando a altura e o peso do individuo (IMC
= peso (kg) / altura (m)?). Uma pessoa tem obesidade quando o IMC é maior ou
igual a 30 kg/m? e a faixa de peso normal varia entre (18,5 e 24,9 kg/m?48. O IMC é
uma medida indireta relativamente simples e de baixo custo para avaliar a
obesidade, mas embora esteja fortemente associado com as medidas de gordura
corporal padréo ouro, ele ndo consegue diferenciar entre massa magra e gordura e
nado fornece indicacéo da distribuicdo de gordura corporal®®.

Medicdo antropométrica, como dobras cutdneas e circunferéncias de
segmento, fornecem uma avaliacdo mais precisa da distribuicao regional de gordura
corporal do que os indices de peso corporal bruto. Contudo, as medidas das dobras

cutdneas fornecem somente uma estimativa da gordura subcutanea e ndo podem
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ser utilizadas para medir com seguranca a gordura armazenada internamente, como
a gordura visceral, que esta intimamente associada a resisténcia a insulina (RI) e a
doencas cardiovasculares’.

A bioimpedancia € um método nado invasivo, de baixo custo e seguro para
avaliacdo da composicdo corporal em &ambitos clinicos e nado clinicos. A
bioimpedancia permite a determinacdo da massa livre de gordura e da agua corporal
total em individuos sem alteracdes significativas de liquidos e eletrélitos, ao utilizar
equacbes adequadas de populacdo, idade ou patologia especificas da
bioimpedancia e metodologias estabelecidas’®. Apesar da ampla utilizacdo da
bioimpedancia nos dltimos anos, sua precisdo e valor clinico ainda séo
discutidos. As criticas centralizam-se, constantemente, em sua suposta baixa
exatiddo e que varios examinadores de impedancia ou equacfes de previsdo nao
conseguem mensurar a composicdo corporal de forma idéntica’.

Além dos métodos ja citados, h& diversas outras opcdes disponiveis para
investigar a gordura visceral, como ressonancia magnética (RNM) ou tomografia
computadorizada (TC) que fornecem uma avaliacdo quantitativa e qualitativa da
gordura visceral (pré e poés-peritoneal) e subcutanea (superficial e profundo)”74.
Entretanto, esses métodos apresentam importantes limitacdes como 0s custos,
equipe técnica e experiéncia, contraindicacbes e acessibilidade. Dessa forma, a
densitometria por raios X de dupla energia (DXA) apresenta-se como uma
alternativa, pois também é utilizado para investigar a gordura visceral. A mesma
permite quantificar a gordura total e os tecidos moles magros e também a gordura
truncal e visceral. O DXA utiliza raios X de baixa emissdo para medir a atenuagao
dos feixes de raios X incidentes quando eles passam pelos tecidos do corpo (alta
atenuacao para 0ssos e baixa atenuacéo para gordura)’>76.

O diagnéstico precoce da obesidade € essencial considerando os fatores
associados com a fisiopatologia, assim como para evitar a progressao da doenca e 0

aumento nas comorbidades associada a obesidade.
1.1.2 Fisiopatologia da obesidade
A obesidade estd associada a uma funcdo alterada do tecido adiposo

caracterizada por hipertrofia adipocitéria, lipdlise prejudicada e fendtipo pro-

inflamatério, o que colabora para a RI’’. Durante muito tempo acreditava-se que o
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papel do tecido adiposo, por si s6, no desenvolvimento da obesidade e suas
consequéncias era somente passivo; os adipdcitos eram julgados como pouco mais
do que células de armazenamento de gordura’®. O tecido adiposo branco (TAB) é o
orgao responsavel por armazenar o excesso de substrato energético. Este tecido é
formado por adipdcitos brancos que s@o capazes de sintetizar triglicerideos para
armazenamento a longo prazo e liberar acidos graxos livres (AGL) em tempos de
demanda energética’®. Contudo, estudos mostraram que o tecido adiposo néo é
apenas um deposito de gordura, mas € também um importante 6rgao enddcrino e
regulador®®-83, Como 6rgéo enddcrino, o tecido adiposo é responsavel pela producéo
e secrecao de diversos hormonios. Eles séo ativos em diversos processos, como no
controle da ingestdo nutricional (leptina, angiotensina), controle da sensibilidade a
insulina e mediadores do processo inflamatoério (TNF-a, IL-6, resistina, visfatina,
adiponectina, entre outras) e vias (inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) e
proteina estimuladora de acilacdo (ASP), por exemplo)8+8,

Durante o desenvolvimento da obesidade ocorre o aumento do tecido adiposo
devido ao excesso caldrico que frequentemente resulta em hipertrofia do adipdcito.
Este processo melhora a capacidade de armazenamento de lipideos em adipécitos
individuais. Assim, a capacidade de armazenamento de lipidios pode ser expandida
originando adipdcitos adicionais (adipogénese) em um processo designado
hiperplasia®®’. A expansédo adiposa derivada da obesidade pode levar a um
estreitamento no espaco extracelular, comprimindo os vasos sanguineos existentes
na regido, prejudicando a irrigacdo sanguinea e distribuicdo de oxigénio o que
favorece o estado de hipdxia®®. Além disso, foi sugerido que a angiogénese do
tecido adiposo é insuficiente para manter a normoxia em todo o depdsito de gordura
durante o desenvolvimento crescente da obesidade®®. De fato, uma menor
expressao de genes angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e menor densidade capilar foram encontradas no tecido adiposo subcutaneo
abdominal de individuos com obesidade em relacdo aos individuos eutréficos®:92,

A secrec¢do de diversas adipocinas associadas a inflamacao € aumentada por
hipoxia, e ocorre uma alteragdo no metabolismo oxidativo para a glicolise
anaerobica. A utilizacdo de glicose € ampla em adipdcitos hipéxicos com aumentos
proporcionais na producédo de lactato. E importante enfatizar que a hipoxia induz RI
nas células adiposas e conduz ao desenvolvimento de fibrose do tecido adiposo®°.

Além disso, a hipoxia do tecido adiposo induz a infiltracdo de macrofagos que atuam
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eliminando os adipdcitos necroticos, e subsequentemente amplificam uma resposta
inflamatéria local produzindo IL-6 e TNF-a°2% e reduzindo a producdo de
adiponectina, predispondo um estado pré-inflamatério e estresse oxidativo. O nivel
elevado de IL-6 estimula o figado a produzir e secretar proteina C reativa (PCR) que
é uma caracteristica da inflamagdo sistémica®. Os macréfagos compdem uma
ampla propor¢cdo de populagbes de células imunes inatas que se infiltram e se
acumulam no tecido adiposo de individuos com obesidade; eles compreendem até
40% de todas as células do tecido adiposo na obesidade®.

Os macrofagos sdo heterogéneos e seu fendtipo e fungbes séo regulados
pelo microambiente circundante®. O M1 classicamente ativado ou macréfagos pro-
inflamatorios sintetizam citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 e
TNF-a, em resposta a infeccdo e estresse. Em contraste, M2 ativados
alternativamente ou macréfagos anti-inflamatorios e imunorreguladores sintetizam
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e o Fator de Crescimento de Transformacao
beta (TGF-B), contribuindo para o reparo tecidual, remodelacdo e angiogénese,
mantendo a homeostase®—%,

A vista disso, a obesidade passou a ser reconhecida como um distirbio
metabdlico acompanhado por inflamacéo crénica de baixo grau'®. A inflamacéo é
uma resposta biolégica do sistema imunoldgico que pode ser motivada por diversos
fatores, incluindo patégenos, células danificadas e compostos toxicos. Esses fatores
podem incitar respostas inflamatorias agudas e/ou crénicas ocasionando danos ou
doencas nos tecidos. Os agentes infecciosos e nao infecciosos e o dano celular
ativam células inflamatérias e desencadeiam vias de sinalizacédo inflamatérial®t. A
natureza da inflamacdo induzida pela obesidade diverge de outros paradigmas
inflamatorios, visto que envolve a ativagcdo do sistema imunolégico inato que
interfere na homeostase metabdlica, em certos casos ao longo da vida. A inflamacao
também conduz a respostas nédo adaptativas, como fibrose e necrose, que podem
gerar prejuizos expressivos ao tecido®,

Uma das consequéncias de um processo inflamatério € o aumento na
expressdo de ERO levando a uma alteracdo mitocondrial. A producdo de ERO e
alteracdo mitocondrial sdo vistas como respostas celulares adversas ao excesso de
energia e nutrientes na obesidade, que sdo produzidas durante a oxidacdo de
glicose ou AGL, sobretudo pelas mitocondrias'®. A producéo elevada de ERO gera

um desequilibrio entre os fatores oxidantes e antioxidantes ocasionando estresse
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oxidativo'?2193 Uma concentracdo equilibbrada de ERO é fundamental para a
sinalizacdo celular normal, ao passo que a maior concentracdo e a exposi¢cao
prolongada de ERO ocasionam danos as macromoléculas celulares como acido
desoxirribonucleico (DNA), lipidios e proteinasi®. O estresse oxidativo moderado
pode acarretar disfuncdo celular e comportamento alterado (por exemplo,
senescéncia acelerada, proliferacdo anormal, respostas inflamatoérias descontroladas
e tumorigénese celular), enquanto o estresse oxidativo expressivo normalmente
ocasiona morte celular (por exemplo, oncose, apoptose e autofagia)®®.

Diante disso, o organismo dispde de um sistema antioxidante complexo que
se baseia em antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos enddgenos. Essas
moléculas atuam em conjunto contra os radicais livres para resistir aos seus efeitos
deletérios as biomoléculas vitais e aos tecidos do corpo. Estes podem ser
classificados em antioxidantes de defesa de primeira, segunda, terceira e até quarta
linha. O papel e a efetividade dos antioxidantes de defesa de primeira linha, que
compreendem basicamente superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPX) é indispensavel em toda a estratégia de defesa dos
antioxidantes. Muito tem sido publicado sobre antioxidantes e seu significado na
prevencao do estresse oxidativo e do dano celular concomitante, embora com pouca
consciéncia sobre o papel fundamental da SOD, CAT e GPX106.107,

O estresse oxidativo e a inflamacdo, comuns na obesidade, podem induzir
danos ao DNA e inibir os mecanismos de reparo do DNA!®% Em pessoas com
obesidade, foi relatado o acumulo de danos no DNA e sugerido envolvimento no
desenvolvimento de doencas relacionadas a obesidade!®®11°, O acimulo de danos
no DNA pode levar a uma taxa de mutacéo elevada e pode alterar a expressao do
gene, ocasionando distlrbios no metabolismo celulari®®. Ainda, estudos mostraram
que a obesidade esta associada a uma maior peroxidacao lipidical-113, além disso,
pode diminuir as atividades de antioxidantes protetores do corpo e aumentar o
estresse oxidativo sistémicol!4,

O estresse oxidativo e a inflamagdo s&do processos fisiopatoldgicos
intimamente associados, um dos quais pode ser facilmente induzido por
outro. Dessa forma, ambos 0s processos sdo encontrados simultaneamente em

diversas condicdes patolégicas''> 119 incluindo doencas neurodegenerativast?121,
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1.1.3 Obesidade e Sistema Nervoso Central

O acumulo de evidéncias relaciona a obesidade a uma ampla gama de
transtornos neurolégicos de forma complexa e multifatorial?®1?2-124, Mesmo que os
sistemas, SNC e sistema nervoso periférico (SNP), sejam muito diferentes em forma
e funcdo, os dois sdo suscetiveis a disturbios induzido pela obesidade, sugerindo
gue mecanismos comuns que colaboram para o avanco da doenca podem ser
perpetuados pela adiposidade visceral. Os estudos com modelos animais de
obesidade propdem que o excesso de gordura na dieta afeta o controle hipotalamico
da homeostase energética. Isso colabora para a disfuncdo do tecido adiposo,
ocasionando elevacéo dos niveis de AGL e dislipidemia sistémica?’.125-128

O hipotdlamo é uma regido do cérebro essencial para a manutencao da
homeostase energética global, controlando a ingestdo de alimentos e o gasto de
energial®. Para regulacdo da homeostase metabdlica, o hipotdlamo identifica
nutrientes e hormonios que circulam através da eminéncia mediana, que possui um
sistema capilar original, e mais importante, integra esses sinais de saciedade e
estado nutricional para manter a homeostase metabdlica, por meio do sistema
neuroenddcrino e sinalizagdo autonémical®. E valido enfatizar que a eminéncia
mediana ndo é protegida pela barreira hematoencefélica, o que certamente contribui
para sua vulnerabilidade a fatores circulantes, como AGL e adipocinas
inflamat6rias'?®.

O hipotalamo abriga, em seus diferentes nucleos, diversas populacdes
neuronais que sintetizam peptideos orexigénicos e anorexigénicos. A atividade
desses circuitos neuropeptidérgicos €, entre outros, modulada por sinais periféricos,
de natureza neural ou hormonal, ou pelos préprios nutrientes'?®. O nlcleo arqueado
€ uma regido na qual encontram-se neurdnios responsaveis pela expressdo de
receptores para hormonios reguladores, como a leptina, insulina, a grelina, os
glicocorticoides, o estrogénio, os horménios da tireoide e o peptideo semelhante a
glucagon 1 (GLP-1), ambos com implicacGes importantes no consumo alimentar®!.

A leptina € um horménio anorexigeno, secretado pelo tecido adiposo, sendo
sua principal funcdo o controle do peso corporal através da regulacédo central da
ingestdo alimentar e do gasto energéticol3>135 A |eptina exerce seus efeitos
atuando sobre 0s seus receptores, que sdo altamente expresso no nucleo arqueado

do hipotalamo, mas também em outras regides cerebrais (extra) hipotalamicas,
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incluindo o hipotalamo dorsomedial*®*®, assim aciona um circuito neural complexo
onde ocorre a inibicdo simultdnea de neurdnios orexigénicos que expressam 0
neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado a Agouti (AGRP), bem como a
ativacdo dos neurbnios anorexigénicos que expressam pré-opiomelanocortina
(POMC) e transcrigdo regulada por cocaina e anfetamina (CART) a fim de regular o
consumo de alimentos®®"138,  Além do hipotadlamo, a leptina regula o sistema de
dopamina mesolimbico relacionado com a motivacédo e recompensa da alimentacao,
através de neurdnios que expressam seus receptores na area tegmental ventral
(ATV)1%, Seus niveis circulante estdo diretamente relacionado com a quantidade de
gordura corporal, portanto, a obesidade est4d associada a hiperleptinemia e
resisténcia a leptinal32133.139 A |eptina e seus receptores apresentam semelhancas
funcionais e estruturais com citocinas da familia IL-6 e a leptina parece ter uma acao
critica na resposta inflamatoria. A perda de peso diminui os niveis circulantes de
leptina e simultaneamente reduz os niveis plasmaticos de marcadores de inflamacao
associado a obesidade0.

A insulina € um horménio secretado por células B-pancreaticas que liga-se em
receptores especificos que proporcionam a entrada da glicose sérica nas células,
servindo de substrato para a respiracéo celular e formagcao de Adenosina Trifosfato
(ATP). A obesidade contribui para o desenvolvimento de resisténcia periférica a
insulina. A resisténcia a esse horménio leva a um acumulo de glicose na corrente
sanguinea, contribuindo para o desenvolvimento de doencas metabdlicas,
principalmente da Diabetes Mellitus tipo 2141142,

A grelina é um horménio peptidico orexigénico secretado, principalmente pelo
estdbmago que controla a homeostase energética'#®144, As acdes da grelina ocorrem
em grande parte através da ativacdo do receptor secretagogo do hormdnio do
crescimento (GHSR)'°, um receptor acoplado a proteina G4. Os GHSR sdo
expressos em numerosos nucleos cerebrais e tecidos periféricos, onde mediam as
acdes da grelina em diferentes processos e comportamentos!#4. Isso inclui papéis na
secrecdo do hormodnio de crescimento (GH), homeostase da glicose no sangue,
atividade locomotora e comportamentos relacionados ao humor, entre
outros!#4147.148 - Além de sua fungdo secretagoga do GH, a grelina demonstrou
estimular o consumo de alimentos ativando o0s circuitos hipotalamicos
homeostaticos'*°. Dessa forma, a grelina ativa os receptores de neurdnios

produtores de NPY / AGRP do nucleo arqueado (que inibem o0s neurdnios
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produtores de POMC), aumentando assim a ingestdo de alimentos'®. Tais circuitos
homeostéaticos propiciam um meio pelo qual a grelina, bem como outros sinais de
disponibilidade de energia e atividade do trato gastrointestinal podem comunica-se
com o SNC para modular o consumo alimentar e o gasto energético e, por fim,
manter o peso corporal equilibrado'®l. Ha evidéncias de que a grelina também
regula os circuitos mesolimbicos e, assim, diversos aspectos heddnicos néo
homeostaticos da alimentacéot>2-1%4,

A Ingestdo de alimentos € regulada por duas unidades complementares: as
vias homeostética e hedbnica. A via homeostética regula o balanco energético,
aumentando a motivacdo para alimentar-se ap0s a deplecdo dos estoques de
energia. Em contrapartida, a regulacdo hedoénica ou baseada em recompensa pode
substituir a via homeostatica em periodos de abundéancia relativa de energia,
aumentando o desejo de consumir alimentos altamente palataveis®®.

Durante muitos anos acreditava-se que a regulacdo do balanco energético
acontecia por meio dos neurdnios hipotalamicos, no entanto as descobertas mais
recentes propdem que 0s neurdnios e as células gliais, como a microglia e os
astrocitos, no hipotdlamo, na realidade, orquestram diversas funcdes
metabdlicas. As células gliais tém sido caracterizadas como mediadoras de
processos inflamatérios no cérebro, dessa forma, foi proposto a existéncia de um
nexo causal entre a inflamacao hipotalamica e as desregulacdes do comportamento
alimentar, ocasionando a perda de peso involuntaria ou a obesidade'?®. Thaler et
al**® relataram que diferentemente da inflamacéo nos tecidos periféricos, que se
desenvolve em decorréncia da obesidade, a sinalizacdo inflamatéria hipotalamica
era evidente em ratos e camundongos apos 1 a 3 dias de dieta hiperlipidica, antes
de um ganho de peso consideravel. Embora essas respostas tenham reduzido
transitoriamente, propondo que 0S mecanismos neuroprotetores podem inicialmente
minimizar o dano, com a alimentacéo continuada de dieta hiperlipidica, inflamacéo e
gliose retornaram permanentemente ao hipotalamo mediobasal. Além disso, o
autores, também encontraram evidéncias de aumento da gliose no hipotalamo
mediobasal de seres humanos obesos, avaliado por RNM, concluindo que tanto em
humanos quanto em modelos de roedores, a obesidade esta associada a lesdes
neuronais em uma area do cérebro crucial para o controle do peso corporal®®®,

Ao considerar a neuroinflamagéo associada a obesidade o foco ficou muito

tempo no hipotalamo. Atualmente sabe-se que a neuroinflamagéo resultante da
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obesidade tem demonstrado acometer outras estruturas cerebrais, como o0
hipocampo, o cortex, o tronco cerebral e a amigdala. Além disso, a obesidade tem
sido relacionada com o aumento da ocorréncia de disturbios centrais, como
depressédo e comprometimento da funcdo cognitiva, bem como disfuncdo no sistema
de recompensa?157:158,

O sistema de recompensa mesolimbico funciona como um centro de
recompensa onde diversos mensageiros quimicos, como a serotonina, encefalina,
acido y-aminobutirico (GABA), DA, a acetilcolina (ACH), entre outros, atuam em
conjunto para propiciar uma liberagdo de DA no nucleo accumbens (NAc). Este
circuito esta envolvido no prazer estimulado por recompensas naturais, como 0S
alimentos. Embora diversas zonas cerebrais fazem parte desde circuito, o NAc, a
ATV e os neurbnios dopaminérgicos parecem ser as suas zonas chave. Outras
areas implicadas em processos de recompensa incluem o estriado ventral, a SN, o
cortex orbitofrontal, o cértex cingulado anterior e o pallidum ventral. Além disso, a
amigdala, o hipocampo e outras estruturas especificas do tronco cerebral s&o
componentes fundamentais do circuito de recompensa cerebral'®®.

Compreender o comportamento alimentar é impossivel sem entender os
mecanismos de recompensa®. Recompensas e gratificacées relativas ao consumo
de alimentos conduzem a producdo de DA um neurotransmissor produzido na
SN, na ATV e no hipotalamo®, que por sua vez estimula os centros de recompensa
e prazer no cérebro. Assim, um individuo constantemente comera um determinado
alimento para experimentar esse sentimento prazeroso de gratificacdo, podendo
levar a obesidade. Evidéncias sustentam um vinculo de mao dupla entre trés
conceitos: humor, comida e obesidade'®®. Além disso, estudo de Blum, Thanos
e Gold'%? analisou a obesidade como consequéncia do consumo exagerado em
virtude de processos de dependéncia e funcionamento prejudicado da
recompensa. Eles abordam a relevancia da Sindrome de Deficiéncia de
Recompensa: um fenbmeno genético/epigenético ocasionando uma disfuncdo do
sistema dopaminérgico entrelagado com o sistema de homeostase de
carboidratos!®?. O consumo de alimentos saborosos e caldricos anula a regulacdo do
apetite; todavia, alimentos palataveis instigam o prazer e recompensa. Ademais,
alimentos com alto teor de gordura podem induzir deficiéncia na funcdo de
recompensa do cérebro e sdo vistos como uma importante fonte de estimulo que

pode levar a excessos e colaborar para o desenvolvimento da obesidade'3.



23

Alguns pesquisadores sugerem que uma hiper-responsividade dos circuitos
de recompensa a ingestdo de alimentos intensifica o risco de alimentar-se
excessivamentel®4165 |sso é similar ao modelo de sensibilidade ao refor¢o do abuso
de substancias, que propdem que algumas pessoas demonstram maior reatividade
dos sistemas de recompensa do cérebro aos medicamentos de refor¢o'®. Outros
levantam a hipétese de que individuos obesos apresentam hipo-responsividade dos
circuitos de recompensa, 0 que os leva a alimentar-se em excesso para compensar
essa deficiéncial®®16’, Essa sindrome de deficiéncia de recompensa pode cooperar
para outros comportamentos motivados, incluindo abuso de substancias e jogos de
azar'es,

A obesidade esta associada a alteracdes estruturais e funcionais no cérebro,
e as evidéncias propbéem que quanto maior o IMC, menor o volume cerebral,
admitindo que individuos com obesidade de meia idade apresentam atrofia cerebral
e possui elevado risco de deméncia no futuro do que os individuos eutréficos!®.
Trevifio et al'’® mostraram que o elevado consumo calérico (consumo de 90 dias)
leva a uma alteracdo nos principais marcadores do metabolismo energético,
indicando o aparecimento da sindrome metabdlica em ratos. Ainda, demonstraram
comprometimento da memoaria espacial, isto é, colabora para o desenvolvimento de
um processo neurodegenerativo e falha cognitiva. As doencas neurodegenerativas
Sdo uma preocupacdo constante para a saude. Os mecanismos das doencas
neurodegenerativas ainda nado estdo totalmente elucidados, diversos estudos
buscam novos achados sobre sua fisiopatologia e prevencédo. Ademais, as
evidéncias revelam uma forte correlacdo entre a obesidade e o desenvolvimento de

doencas neurodegenerativas como a DP26:171,

1.1.4 Doencga de Parkinson

A DP é um distirbio neurodegenerativo progressivo, que gera uma
combinacéo caracteristica de sintomas motores!’?, que inclui lentiddo de movimento
(bradicinesia), aumento do tonus muscular (rigidez), agitacdo (tremor) e controle
postural prejudicado, bem como sintomas ndo motores que incluem anormalidades
de humor, cognicéo, sono, depresséo, constipacédo e funcdo autonémical’>-1’4, De
acordo com a Parkinson’s Foundation mais de 10 milhdes de pessoas em todo o

mundo estdo vivendo com DP. A incidéncia da DP aumenta com a idade, mas
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estima-se que quatro por cento destes sdo diagnosticados antes dos 50 anos. Além
disso, os homens séo 1,5 vezes mais propensos a ter a DP do que mulheres'’®.

A caracteristica neuropatologica da DP é a morte intensa e precoce de
neurénios dopaminérgicos na SN'’2, Além disso, a neurodegeneragdo também
compromete outros sistemas, como, por exemplo, o colinérgico, glutamatérgico,
serotoninérgico e noradrenérgico’® com os quais pode interagir com o sistema
dopaminérgico. Esse envolvimento de diversos sistemas explica por que o0s
pacientes com DP sofrem frequentemente de indmeros sintomas incapacitantes nao
motores, que muitas vezes sado alterados em intensidade, porém ndo sao
efetivamente tratados, por medicamentos dopaminérgicos!’4. Outra marca
neuropatolégica da DP sdo os corpos de Lewy e os neuritos de Lewy3? que sdo
predominantemente formados pela agregacdo anormal da proteina a-sinucleina.
Mutacdes no gene que codifica a a-sinucleina, a saber SNCA, geram agregacao de
proteinas e neurodegeneragdo aumentadas®3.

A diminuicdo de neurbénios dopaminérgicos da via nigroestriatal conduz para
diminuicdo expressiva nos niveis de DA no estriado, gerando o aparecimento
sintomatico caracteristico da DP1’7. Analises bioquimicas demonstram que 0s sinais
motores, se manifestam quando cerca de 50% dos neur6nios dopaminérgicos da SN
sdo perdidos, bem como, quando os niveis estriatais ou putaminal de DA sé&o
diminuidos em aproximadamente 80% ou mais'’8-181,

Estudos propdem que a DP acontece a partir da interacdo complexa entre
fatores genéticos e ambientais, como neurotoxinas, pesticidas e inseticidas,
mutacdes genéticas em proteinas associadas a DP que contribuem para a disfungéo
mitocondrial que precede a formacdo de ERO?218  neuroinflamacéo3?,
excitotoxicidade e deposicdo de ferro®*. Essas complexidades da DP sé&o
acompanhadas por desafios clinicos. Em particular, ndo h& testes especificos que
viabilizam um diagnoéstico definitivo nos estagios iniciais da doencal’?. O diagnostico
da DP é baseado na histéria e no exame fisico. A TC com emisséo de féton unico do
transportador de dopamina séo utilizadas para melhorar a precisdo do diagnéstico.
Ainda, a RNM pode ajudar a diferenciar a DP de outros parkinsonismos!. E valido
ressaltar que o diagnostico da doenca, normalmente ocorre quando cerca de 80%
dos neurdnios dopaminérgicos ja estdo comprometidos, sendo irreversivelt86.187,

Os tratamentos que diminuem a taxa de neurodegeneragao ou interrompem o

processo da doenca permaneceram indescritiveis e sdo a maior necessidade
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terapéutica nao atendida na DP. As terapias baseadas em dopamina normalmente
auxiliam nos sintomas motores iniciais. Os sintomas ndo motores requerem
abordagens nao-dopaminérgicas como, os inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina para sintomas psiquiatricos, inibidores da colinesterase para a cognicao.
Contudo, a compreensdo da patogénese da DP esta se expandindo e, assim,
contribuindo para a identificacdo dos alvos potenciais para modificacdo da
doencal?2185,

Alteracdes no gene da a-sinucleina, que desempenha um papel fundamental
nas interacdes com proteinas na via de sintese da DA, podem causar interrupgdes
nos mecanismos celulares'®®. Além disso, mutagdes no gene LRRK2 também
desempenham um papel importante na patologia da DP18, Alteracées nos genes
PINK1, PARK2, ATP13A2 e GBA também estdo associadas a DP1%, Sabe-se que
mutacOes desses genes afetam a funcdo mitocondrial e aumentam o estresse
oxidativo'®3,

A neuroinflamacdo cronica € uma das caracteristicas importante da
fisiopatologia da DP. Analises post mortem de pacientes com DP e estudos
experimentais em animais demonstram que a ativacdo das células da glia e a
elevacao dos niveis de fatores pré-inflamatérios sdo caracteristicas frequentes no
cérebro de individuos com DP. A liberacao cronica de citocinas pré-inflamatorias por
astrocitos e microglia ativados intensifica a degeneracdo dos neurbnios
dopaminérgico na SN34-36.191.192 Ademais, o sistema imunolédgico periférico também
esta envolvido na patogénese da DP. A infiltracdo e o acimulo de células imunes da
periferia sdo identificados nas regides cerebrais afetadas e nos arredores de
pacientes com DP34193-195

Evidéncias mais recentes apoiam a relacdo entre o0 metabolismo energético e
a neurodegeneracdo'®®1% ou seja, sustentam o0 conceito que doencas
neurodegenerativas como a DP sdo principalmente doencas metabdlicas com
propriedades moleculares e bioquimicas que se assemelham ao diabetes mellitus
tipo 2 e outros disturbios periféricos resistentes a insulina. A resisténcia ao fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) e suas consequéncias podem esclarecer a
varias anormalidades estruturais e funcionais da doenca. Contudo, a patogénese da
doenca é complexa, pois pode acontecer como um processo separado da doenca ou
surgir em combinagdo com doencas sistémicas resistentes a insulina, como

diabetes, obesidade e doenca hepéatica gordurosa nao alcodlica. De origem primaria
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ou secundaria, a resisténcia cerebral a insulina origina uma cascata de
neurodegeneracdo, que € propagada por disfuncdo metabdlica, aumento do
estresse oxidativo, neuroinflamacéo, reducdo da sobrevida celular e desregulacéo
do metabolismo lipidico?°0-294,

Em conjunto estresse oxidativo e a presenca de condi¢cfes inflamatérias
favorecem o progresso de doengas neurodegenerativas. Esses fatores estdo
estreitamente associados a obesidade e ao excesso de peso, correlacionando a alta

adiposidade a um fator de risco para doencas metabdlicas e neurodegenerativas,
incluindo Dp26,27,119,183,205—207_

1.1.5 Obesidade e Doenca de Parkinson

Dados revelam um aumento mundial na ocorréncia de obesidade e doencas
neurodegenerativas?’®-215, A obesidade esta associada a presenca de inflamacg&o?2®,
assim como o estresse oxidativo'! que possuem influéncias significativas no
desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas?!’. Dessa forma, o aumento da
massa adiposa € um fator de risco, bem como um agravante para diversas doencas,
incluindo a DP9,

A associagdo entre obesidade e DP foi inicialmente observada quando
estudos demonstraram disponibilidade reduzida do receptor D2 de DA no cérebro de
individuos com obesidade?8220, A DA modula os circuitos de motivacdo e
recompensa e, dessa forma, a deficiéncia da mesma em individuos com obesidade
pode sustentar a alimentacédo patoldégica como um meio de compensar a diminuicao
da ativacdo desses circuitos?*221,

Uma meta-andlise mostra que o excesso de peso pode ser um fator de risco
potencial para o desenvolvimento de DP??2. Morales-Bricefio et al’?® demonstraram
que sobrepeso/obesidade sdo comuns entre os pacientes com DP. Porém, os
mecanismos pelos quais se estabelece a relagdo entre o ganho de peso e a
progressao da DP ainda ndo sao bem explicados.

Bousquet et al*?* demonstraram que a exposicdo a uma dieta rica em
gorduras, por 8 semanas e, consequentemente, obesidade poderia exacerbar a
degeneracdo dopaminérgica induzida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina

(MPTP) em camundongos, acelerando a patogénese da DP.
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Um estudo de caso-controle de base populacional, realizado por Johnson et
al??> avaliou a ingestdo de nutrientes como fator de risco para a DP entre pessoas
com idade > ou = 50 anos e os resultados prop6éem uma associacdo de DP com alta
ingestao de gordura total, gorduras saturadas e colesterol.

Considerando os estudos apresentados, a obesidade est4 associada a DP e
por isso, estudos sdo necessérios frente as alteragdes do SNC que acontecem em

individuos que sédo acometidos por ambas as doencas.

1.1.6 Modelo animal de Doenca de Parkinson por reserpina

A reserpina € um alcal6ide extraido da Rauwolfia serpentina e foi utilizado
inicialmente como uma droga anti-hipertensiva potente em virtude de sua
capacidade de esgotar o contelido de monoamina celular??6-222, O uso clinico da
mesma levou a observacgdo de que individuos tratados cronicamente desenvolveram
letargia, depressao e discinesia motora, comprometendo o sistema monoaminérgico
na fisiopatologia dos distlrbios afetivos e motores??’22°, Rapidamente depois, a
reserpina foi usada em roedores para imitar deficiéncias motoras e ndo motoras
parkinsonianas?30-233

A reserpina € capaz de se ligar as vesiculas de armazenamento em neurdnios
monoaminérgicos, inibindo o transportador de monoamina vesicular-2 (VMAT2).
Esses transportadores realizam um papel fundamental no controle da
neurotransmissao pré-sindptica e no controle dos niveis citoplasméaticos de
monoaminas. A inibicdo do VMAT2 pela reserpina resulta em perda da capacidade
de armazenamento de monoaminas nas vesiculas sinapticas, e por conseguinte,
ocorre reducao de monoaminas como a DA, norepinefrina e serotonina, bem como,
0 estresse oxidativo?342%5, Reducédo de monoaminas, principalmente de dopamina, e
a presenca de estresse oxidativo sdo caracteristicas marcantes da fisiopatologia da
DP2%, Esta deplecdo de monoamina pode acontecer 30 minutos apdés a
administracdo de reserpina e durar até 14 dias, finalmente retornando aos niveis
normais apos 21 dias de recuperagéo?37-2%,

Embora a falta de seletividade pela dopamina ter sido destacada como uma
lacuna no modelo para reproduzir com precisdo a DP, a posterior comprovacao de

gue o0s sistemas noradrenérgicos e serotoninérgicos também sdo afetados,
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favoreceu o modelo da reserpina, transformando-o em assertivo mimetizador da
bioquimica da doenca?4°.

Em doses que variam de 1 a 10 mg / kg, a reserpina induz a uma série de
déficits motores que se assemelham a DP, especialmente acinesia, hipocinesia,
catalepsia, rigidez de membros e tremor oral?31-233, Essas caracteristicas motoras
sdo consequéncia da inibicio do VMAT22%, levando a deplecdo total de
monoaminas, incluindo DA, norepinefrina e serotonina . Além do déficit motor, a
reserpina é capaz de gerar déficits de memoéria de reconhecimento?#1242, ansiedade
e comportamento do tipo depressivo?41:243,

Mais tarde, o tratamento repetido com baixas doses de reserpina (0,1 mg / kg)
foi sugerido como um modelo progressivo de DP?*1244  Sob este regime de
tratamento, os animais desenvolveram, gradativamente, déficit motor em campo
aberto, barra de catalepsia e testes de movimento oral apés injecdes repetidas de
uma dose baixa (0,1 mg / kg) de reserpina. Os déficits nesses testes motores
relembram os principais sintomas motores da DP, como hipocinesia e bradicinesia,
em campo aberto e teste da barra de catalepsia e tremor de repouso no teste de
movimento oral?*°.

Outra alteracdo bioquimica fortemente reproduzivel no modelo da reserpina é
a inducao de estresse oxidativo. A reserpina, na faixa de dosagem de 1-10 mg / kg,
pode ocasionar reducdes na CAT, SOD e conteudo total de glutationa reduzida. Do
mesmo modo, intensifica a atividade da glutationa oxidada e peroxidacdo
lipidica244:246-249,

Apesar do modelo de reserpina ser considerado um pouco desatualizado em
relacdo a outros modelos como o MPTP, a 6-hydroxydopamine (6-OHDA) e a
rotenona, o modelo da reserpina mimetiza as caracteristicas-chave da
sintomatologia da DP, a neuroquimica e a farmacologia. Portanto, o modelo é dutil
para elucidar a importancia da neurotransmissao dopaminérgica no controle motor,

assim como os de medicamentos candidatos para tratamento da DP?%,
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da obesidade sobre pardmetros neuroinflamatorios e

neuroquimicos em modelo animal de DP induzido por reserpina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o peso corporal, peso da gordura mesentérica e do figado em animais
submetidos ao modelo animal de obesidade associado a DP;

e Avaliar os niveis de IL-1B, IL-6 e IL-10 em figado, gordura mesentérica e
estruturas cerebrais hipotalamo, cértex cerebral, cortex pré-frontal, hipocampo
e estriado de animais submetidos ao modelo animal de obesidade associado
a DP;

e Avaliar a atividade de danos oxidativos em figado, gordura mesentérica e
estruturas cerebrais hipotdlamo cortex cerebral, cortex pré-frontal, hipocampo
e estriado de animais submetidos ao modelo animal de obesidade associado
a DP;

e Avaliar a atividade de enzima antioxidante em figado, gordura mesentérica
estruturas cerebrais, hipotalamo, coértex cerebral, cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado de animais submetidos ao modelo animal de obesidade
associado a DP;

e Avaliar a atividade de completo | e completo Il da cadeia respiratéria em
figado, gordura mesentérica estruturas cerebrais de animais submetidos ao
modelo animal de obesidade associado a DP;

e Realizar teste comportamental de campo aberto em animais submetidos ao

modelo animal de obesidade associado a DP.
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3 METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo é classificado como sendo pré-clinico do tipo experimental com
modelo animal de obesidade, induzida a partir do consumo de dieta hiperlipidica,

associada a DP induzida pela administragcéo de reserpina.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para as andlises bioquimicas foram utilizados os seguintes reagentes: acido
tiobarbitarico, dinitrofenilhidrazina, epinefrina, catalase de figado bovino,
hidroperoxidos de tert-butila, albumina bovina, sulfanilamina, azida sédica, naftil
etilenodiaminadicloridrato, Kits de Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) (R
& System) e reagente de Griess (Sigma, St. Louis, MO), acido tricloroacético, acido
fosforico, peréxido de hidrogénio, glicina, EDTA, (Labsynth, Sdo Paulo, Brazil). Em
relacdo aos equipamentos, para todas as analises do experimento, foi utilizado uma
balanca semi-analitica e um Espectrofotdmetro (U2010, Hitachi), pertencente ao
Laboratorio de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos -
Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos (Mus musculus) com 40
dias de idade, pesando inicialmente entre 30-40g, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em
caixas de polipropileno, ciclo de claro e escuro de 12 horas (6h as 18h) e comida e
agua livres. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1°C. Os animais foram

acondicionados no Biotério Experimental da UNISUL localizado no campus Tubar&o.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente, os animais foram pesados e randomizados em dois grupos:

grupo controle (n=40), que recebeu dieta normolipidica, e grupo obeso (n=40), que



31

recebeu dieta hiperlipidica. Apds a randomizacao dos grupos experimentais, iniciou-
se o protocolo de inducdo a obesidade, que teve duracdo de 10 semanas?°0.251,
através do consumo de dieta hiperlipidica. Para confirmacdo do modelo animal de
obesidade, foi verificado o consumo alimentar a cada 48 horas e o0 peso corporal
mensurado semanalmente, durante todo o experimento. A racdo oferecida aos
animais foi comprada de empresa especializada em desenvolvimento e producéo de
dietas padronizadas para experimentos com animais (PragSolucdes Biociéncias,
Brasil). Assim, a racdo hiperlipidica ofereceu maior quantidade de calorias e maior
teor de gordura saturada quando comparado a racdo normolipidica?50:252,

Na décima semana (final do protocolo de inducdo a obesidade) os animais
foram novamente randomizados para inducdo da DP, de acordo com 0S grupos:
Controle + Salina, Controle + DP, Obeso + Salina e Obeso + DP, todos com n=20.
Uma solucéo contendo 10 mg de reserpina em 1 ml de salina com 5% de Tween 80,
foi preparada. Os camundongos foram inicialmente pesados, em seguida foi
realizado a administracéo intraperitoneal de reserpina (1 mg/kg)?>?, apés 48 horas foi
realizado uma nova administracéo, totalizando duas administracdes para inducéo do
modelo animal da DP. Vale destacar que o grupo controle e obeso, na décima
semana, receberam administragdo intraperitoneal de solugdo salina. Apds 24 horas
da dltima administracdo de reserpina ou salina, os animais foram submetidos ao
teste comportamental de campo aberto para analisar a atividade locomotora
espontanea, e consequentemente, validar o modelo animal de DP. Conforme

esquema apresentado na Figura 1.
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‘ Teste de campo aberto ‘
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Figura 1 — Representacdo esquematica do protocolo experimental

3.4.1 Teste de Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea foi realizada através do teste de campo
aberto. O procedimento foi realizado em um aparato medindo 40x60 cm e delimitado
por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo trés de madeira e uma de vidro
transparente. O piso do campo aberto foi dividido em 12 quadrados iguais marcados
por linhas pretas. Na sesséo de treino, os animais foram cuidadosamente colocados
no quadrado do canto posterior esquerdo do aparato, individualmente, a partir do
qual exploraram livremente o ambiente por 5 minutos. Imediatamente apds o0s
animais voltaram para a caixa moradia. O teste foi realizado 24 horas apds o treino,
na qual se repetiu 0 mesmo procedimento. Os parametros para observacao foram:
namero de levantamentos nas patas traseiras (rearings), nhimero de cruzamentos
através das linhas pretas (crossings) e numero de comportamentos de autolimpeza
(grooming). A distancia percorrida por cada animal foi analisada utilizando o software
Bonther Activity Monitoring®>®. Apds 24 horas do teste os animais foram
eutanasiados por decapitacdo, sem anestesia, método que implica em menores
interferéncias aos parametros analisados?>3.

3.5 REMOGAO, ARMAZENAMENTO DOS TECIDOS E PREPARAGAO DAS
AMOSTRAS



33

Ap6s a morte dos animais, a cavidade abdominal foi aberta, a gordura
mesentérica e o figado foram removidos e pesados em balanca semi-analitica. Os
resultados foram expressos em gramas. Além disso, o cérebro também foi removido
e as estruturas cerebrais hipotalamo, cortex cerebral, cértex pré-frontal, hipocampo e
estriado foram isoladas. As amostras foram armazenadas a -80°C até serem
utilizados nas analises de parametros inflamatorios e bioquimicos. Todas as analises
foram normalizadas pelo conteido de proteinas. As proteinas foram determinadas

pelo método de Lowry et al?>* e a albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.

3.6 ENSAIOS NEUROINFLAMATORIOS E NEUROQUIMICOS

3.6.1 Parametros inflamatorios

Os niveis de IL-1B, IL-6 e IL-10 nas estruturas gordura mesentérica, figado
hipotalamo, cortex cerebral, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram
determinados pela técnica de ELISA em leitor de microplacas com a utilizacdo de
kits comerciais, seguindo as recomendacdes do fabricante. Os resultados foram
expressos em picogramas por miligrama (pg/mg) de proteina.

3.6.2 Parametros bioquimicos

A atividade da mieloperoxidase (MPQO) foi utilizada como indicativo do
infiltrado de neutréfilos  tecidual®®®. Neste sentido, as amostras foram
homogeneizadas em 0.5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e centrifugadas. A
suspensao foi homogeneizada manualmente até a obtencdo do sobrenadante. Uma
aliguota do sobrenadante foi misturada com uma solucdo de 1,6 mM
tetrametilbenzidina (TMB) e 1 mM H202. A atividade da MPO foi mensurada
espectrofotometricamente em 650 nm a 37 °C. Os resultados foram expressos como
mU/mg de proteina?>®

O dano oxidativo em lipidios foi avaliado pela formacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme anteriormente descrito por
Draper e Hadley?®’. A formacdo de TBARS durante uma reacédo acido-aguecimento
€ amplamente adotada como um método sensivel para a medi¢cdo da peroxidacéo

lipidica. Nesta técnica, as amostras foram misturadas com 1 ml de &cido
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tricloroacético 10% e 1 ml de &cido tiobarbitarico 0,67%. Posteriormente, foram
aquecidas em banho de 4gua fervente (100°C) durante 30 min. Os equivalentes de
malondialdeido foram determinados pela absorbancia em 532 nm, utilizando-se
1,1,3,3-tetrametoxipropano como padréo externo.

A concentracdo de nitrito/nitrato foi mensurada por meio da utilizacdo da
reacado de Griess, por adicdo de 100 pL de reagente de Griess [0,1% (w/v) natftil
etilenodiaminadicloridrato em H20 e 1% (p/v) sulfanilamida em 5% (v/v) H3PO4 em
volume concentrado (1:1)] para 100 yuL de amostra. A densidade optica foi medida a
550 nm usando um espectrofotbmetro. Os resultados foram expressos como
nmol/mg de proteinas?®.

O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela determinacdo de
grupamentos carbonilas em proteinas oxidadas, com base na reacdo com
dinitrofenilhidrazina, conforme método descrito por Levine et al?>°. Nesta técnica as
proteinas foram precipitadas por adicdo de &cido tricloroacético a 20% e dissolvidas
em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia foi avaliada em 340 nm.

A atividade da enzima antioxidante CAT foi determinada medindo-se a taxa
de decaimento da absorbancia do H202 em 240nm, conforme técnica descrita por
Aebi?®®, Nesta técnica, os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato (pH
7,4) e centrifugados durante 10 min. Na sequéncia, a um meio de reacao foi
adicionado uma aliguota de amostra e 1mL de substrato contendo H202 e tampé&o
fosfato. As absorbéancias iniciais e finais foram registradas apés 1 e 6 min,

respectivamente.

3.7 PARAMETROS DO METABOLISMO DE ENERGIA

O metabolismo energético foi avaliado medindo a atividade dos complexos
dentro da cadeia respiratoria mitocondrial. A atividade do complexo | foi avaliada
seguindo o método descrito por Cassina e Radi (1996)2%! medindo a taxa de reducéo
de ferricianeto dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). O meio
reacional recebeu adicdo de tampédo fosfato de potassio, ferricianeto, NADH,
rotenona e amostra, e a leitura foi realizada em espectrofotometro por 3 min a 420
nm.

A atividade do complexo Il foi medida pelo método descrito por Fischer et

al’%2, pela diminuicdo da absorbancia de 2,6-diclorindofenol (2,6-DCIP). A amostra
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foi colocada em meio de incubagdo contendo tampédo fosfato de potassio, succinato
de sddio e DCIP. A incubacéo foi realizada por 20 min a 30 ° C em banho-maria.
ApoOs a incubacao, azida sodica, rotenona e DCIP foram adicionados as amostras e,
em seguida, a leitura espectrofotométrica foi realizada por 5 min a 600 nm.

Os resultados da atividade dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial

foram expressos em nmol/min x mg proteina.

3.8 VARIAVEIS DE ESTUDO

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacéo

Obesidade Independente Qualitativa Sim ou nao
Nominal

Doencga de | Independente | Qualitativa Sim ou ndo

Parkinson Nominal

Peso corporal Dependente Quantitativa Gramas
continua

Gordura Dependente Quantitativa Gramas

mesentérica continua

Figado Dependente Quantitativa Gramas
continua

Rearings Dependente Quantitativa Numero em segundos
(discreta)

Crossings Dependente Quantitativa NUumero em segundos
(discreta)

Grooming Dependente Qualitativa Numero em segundos
(nominal)

IL-18 Dependente Quantitativa Pg/mg de proteina
continua

IL-6 Dependente Quantitativa Pg/mg de proteina
continua

IL-10 Dependente Quantitativa Pg/mg de proteina
continua

MPO Dependente Quantitativa Um/mg de proteina
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continua

TBARS Dependente Quantitativa Nmol/mg de proteina
continua

Nitrito/nitrato Dependente Quantitativa Nmol/mg de proteina
continua

Carbonilacdo  de | Dependente Quantitativa Nmol/mg de proteina

proteinas continua

Atividade de CAT | Dependente Quantitativa U/mg de proteina
continua

Complexo | Dependente Quantitativa Nmol/min  x mg de
continua proteina

Complexo Il Dependente Quantitativa Nmol/min x mg de
continua proteina

3.9 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A anadlise estatistica foi realizada através do programa estatistico GraphPad
Prism (versdo 6). As analises entre dois grupos foram determinadas pelo teste t de
Student e as diferencas entre trés grupos experimentais ou mais foram determinadas
por analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo post hoc de Tukey. Os
resultados foram apresentados em média + desvio padrdo e a significancia

estatistica foi considerada para valores de p<0,05.

3.10 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente projeto foi submetido ao Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNISUL e aprovado de acordo com o0 numero de protocolo
19.048.4.04.1V. A utilizacdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de
Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de
Saude dos EUA, NIH), assim como a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao
de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica — DBCA (2016), do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
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O artigo contendo os resultados sera submetido a Revista Neurochemistry
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Efeitos da obesidade sobre parametros neuroinflamatorios e neuroquimicos

em modelo animal de Doenca de Parkinson induzido por reserpina
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RESUMO

A obesidade esta associada a presenca de inflamacgé&o crbnica de baixo grau, bem
como estresse oxidativo que afetam o cérebro comprometendo o sistema de
recompensa, diminuindo assim a neurotransmissao dopaminérgica. Neste contexto,
sabe-se que a neurotransmissdo dopaminérgica também é reduzida na Doenca de
Parkinson (DP), desse modo, a alta adiposidade é considerada um fator de risco
para o desenvolvimento de véarias doencas neurodegenerativas, incluindo DP.
Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da obesidade sobre
parametros neuroinflamatérios e neuroquimicos em modelo animal de DP induzido
por reserpina. Os resultados mostraram que 0 grupo obeso apresentou aumento da
inflamacéo e do dano oxidativo, bem como inibicdo dos complexos | e Il da cadeia
respiratoria mitocondrial nas estruturas avaliadas. O grupo DP n&o apresentou
inflamacé&o e disfuncdo mitocondrial, mas apresentou dano oxidativo em hipocampo.
O grupo de associacgéo, obeso + DP, apresentou reducéo da inflamacao e estresse
oxidativo, assim como, aumento da atividade dos complexos | e Il da cadeia
respiratoria mitocondrial na maioria das estruturas analisadas. Em contrapartida,
apresentou dano oxidativo em proteinas no figado, cértex pré-frontal, estriado e
cortex cerebral, bem como, apresentou estresse oxidativo em hipotalamo, uma vez

que este apresentou reducdo na atividade da enzima antioxidante catalase (CAT).
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Em conclusdo, demonstrou-se que a associacédo dos dois modelos, obeso + DP, nao
aumentou a inflamagao, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, mas aumentou

dano oxidativo em estrutura periférica e estruturas cerebrais.

Palavras-chaves: Obesidade, Doenca de Parkinson, Neuroinflamacdo, Estresse

oxidativo.

ABSTRACT

Obesity is associated with the presence of low-grade chronic inflammation, as well as
oxidative stress that affect the brain, compromising the reward system, thus
decreasing dopaminergic neurotransmission. In this context, it is known that
dopaminergic neurotransmission is also reduced in Parkinson's Disease (PD), thus,
high adiposity is considered a risk factor for the development of several
neurodegenerative diseases, including PD. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effects of obesity on neuroinflammatory and neurochemical parameters
in an animal model of reserpine-induced PD. The results showed that the obese
group showed increased inflammation and oxidative damage, as well as inhibition of
mitochondrial respiratory chain complexes | and Il in the evaluated structures. The
PD group did not show inflammation and mitochondrial dysfunction, but showed
oxidative damage in the hippocampus. The association group, obese + PD, showed
a reduction in inflammation and oxidative stress, as well as an increase in the activity
of complexes | and Il of the mitochondrial respiratory chain in most of the analyzed
structures. On the other hand, it showed oxidative damage to proteins in the liver,
prefrontal cortex, striatum and cerebral cortex, as well as oxidative stress in the
hypothalamus, since this showed a reduction in the activity of the antioxidant enzyme
catalase (CAT). In conclusion, it was shown that the association of the two models,
obese + PD, did not increase inflammation, oxidative stress and mitochondrial
dysfunction, but increased oxidative damage in peripheral structure and brain

structures.

Keywords: Obesity, Parkinson's Disease, Neuroinflammation, Oxidative stress.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados deste estudo, conclui-se que a obesidade esta
associada a presenca de inflamacéo, estresse oxidativo e disfungcdo mitocondrial
tanto em estruturas periféricas, como também, em estruturas cerebrais.

Surpreendentemente, os achados deste estudo ndo revelaram a presenca de
inflamacé&o e disfuncdo mitocondrial no grupo DP. Contudo, o grupo DP apresentou
maior dano oxidativo em estrutura cerebral associada a memoria.

Ainda, os presentes achados mostraram que a associacao dos dois modelos,
obeso + DP, nédo intensificou a inflamagcdo, estresse oxidativo e disfungéo
mitocondrial na maioria das estruturas avaliadas. No entanto, a associacéo dos dois
modelos, obeso + DP, aumentou o dano oxidativo em proteinas em estrutura
periférica e estruturas cerebrais associada ao sistema de recompensa, bem como,
apresentou estresse oxidativo em hipotdlamo, uma vez que gerou reducdo na
atividade da enzima antioxidante catalase (CAT)

Porém, destaca-se a importancia de novos estudos para um melhor
entendimento de ambas as doencas, com o intuito de reunir conhecimento sobre os
mecanismos associados as mesmas que possam servir de base para ensaios
clinicos na busca por estratégias terapéuticas que possam melhorar a qualidade de
vida.
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* moUsodeAnimais UNISUL

Pro Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduagdo, Extensdo e Inovagdo
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoga, 09 de margo de 2020
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Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa
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