Raul Marin de Souza

EFEITOS COMPORTAMENTAIS, METABOLICOS E
NEUROQUIMICOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL EM
CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DIETA
HIPERCOLESTEROLEMICA

Dissertagdo submetida ao Programa de
Pds-Graduagdo em Neurociéncias da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtengdo do Grau de
Mestre em Neurociéncias.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Luiz
Gasnhar Moreira.

Coorientador: Prof. Dr. Aderbal Silva
Aguiar Jr.

Floriandpolis
2019



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Souza, Raul Marin de

Efeitos comportamentais, metabdlicos e
neurogquimicos do enrigquecimento ambiental em
camundongos alimentados com dieta
hipercolesterolémica / Raul Marin de Souza ;
orientador, Eduardo Luiz Gasnhar Moreira,
coorientador, Aderbal Silva Aguiar Junior, 2019.

85 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Programa de Pés—Graduagdo em Neurociéncias,
Floriandépolis, 2019.

Inclui referéncias.

1. Neurociéncias. 2. Neurociéncia. 3.
Colesterol. 4. Memdéria. 5. Aprendizagem. I. Moreira,
Eduardo Luiz Gasnhar . II. Aguiar Junior, Aderbal
Silva . III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pés—Graduagdo em Neurociéncias.
IV. Titulo.




“Efeitos comportamentais, metabdlicos e neuroquimicos do enriquecimento
ambiental em camundongos alimentados com dieta hipercolesterolémica”

Por
Raul Marin de Souza
Dissertagdo julgada e aprovada em sua forma final pelos membros titulares da

Banca Examinadora (002/2019/PGN) do Programa de Pds-Graduagdo em
Neurociéncias - UFSC.

Prof. Dr. Adair Roberto Soares dos Santos
V7, Coordenador do Programa de Pds-Graduagdo em Neurociéncias
Banca examinadora:

Dr. Eduardo Luiz Gasnhar Moreira (Universidade Federal de Santa Catarina)
Orientador

5"- »

Dr. Rafael Mariano de Bitencourt (Universidade do Sul de Santa Catarina)

iversidade Federal de Santa Catarina)

Dr. Wagnyi(Rei

Florianépolis, 21 de fevereiro de 2019.












AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais Vilmar e Shirlei, por
terem me ensinado seus valores, pelo amor incondicional, por terem
incentivado meus estudos e um pensamento critico desde a infancia, e
por todo suporte oferecido até hoje.

A minha irmad Maonica por ter sido um exemplo de paixdo pelos
estudos e pela leitura, e que junto ao meu cunhado Haroldo, foram e
continuam sendo meus exemplos como cientistas dentro da familia.
Sinto-me privilegiado por ter crescido num ambiente t&o rico e cheio de
estimulos.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Aderbal por ter sido meu primeiro
contato via e-mail com o programa, tendo incentivado a me inscrever no
processo seletivo para o0 mestrado.

As minhas colegas de turma, Ana Cristina, Luisa, Carol, Béarbara
e Gabi por todos os encontros nos bares, tendo formado meu primeiro
circulo de amizade em Floriandpolis.

A todos os colaboradores que fizeram possivel a realizacdo do
meu projeto, em especial a Profd. Dr2. Andreza e ao Prof. Dr. Adair.

Ao pessoal do LANDI por estarem sempre de portas abertas.

Ao Nivaldo por todo auxilio nas questdes administrativas, e
também ao Seu Carlos e aos Professores Doutores: Vander, Moacir,
Eduardo e Guilherme, pelas conversas sobre futebol e por terem
aguentado minhas provocacBes durante o desempenho impecavel do
meu Corinthians em 2017.

Agradeco a Barbara por todo o companheirismo, por ter
compartilhado comigo boa parte dos bons e também dos momentos
dificeis que a pds-graduacéo nos proporcionou.

Aos meus amigos e colegas de laboratorio: Adriano, Leticia,
Giovana, Eslen, Izolene, Sara, Peter e Wellinghton, por terem feito parte
da nossa rotina de laboratério e principalmente por nossas conversas
cientifico-filoséficas que com certeza foram fundamentais na minha
evolucdo intelectual.



A todos os professores do programa de Pds-graduacdo em
Neurociéncias por todo o conhecimento transmitido e por
proporcionarem grandes discussdes cientificas.

Aos orgaos de fomento CAPES e CNPq pelo auxilio financeiro.

Em especial, ao meu orientador Prof. Dr. Eduardo por ter me
oferecido uma oportunidade em seu laboratério, por ter confiado no meu
trabalho, por toda a orientacdo durante o curso e, principalmente, por
sempre demonstrar preocupacgdo e grande respeito pelas diferencas e
pela satde fisica e mental de seus orientandos. Em tempos de crise e por
todas as dificuldades que enfrentamos, tais qualidades foram essenciais
para o sucesso deste trabalho.

Aos grandes amigos que fiz nesta nova fase da minha vida,
Tiago, Eslen e Prof. Andrei. Muito obrigado por todos os churrascos,
cervejas e todas as conversas que me proporcionaram a experiéncia de
viver a ciéncia tanto em meio profissional quanto pessoal.



“Mas ¢ isso mesmo que nos faz senhores da terra,
é esse poder de restaurar o passado, para tocar a
instabilidade das nossas impressdes e a vaidade
dos nossos afetos”

Memo©rias Postumas de Bras Cubas
(Machado de Assis)






RESUMO

Embora a alimentagdo com alto teor de gorduras venha sendo associada
com o aumento da incidéncia de obesidade e de doengas cronicas
relacionadas, e.g., diabetes tipo 2, evidéncias mais recentes indicam que
tais dietas, em longo prazo, também podem estar associadas a déficits no
aprendizado e memoria dependente do hipocampo. Nesse sentido, o
ambiente enriquecido (AE) é uma técnica de alojamento de animais
composta de aumento de espaco, atividade fisica e interagBes sociais,
que por sua vez aumenta a estimulacdo sensorial, cognitiva, motora e
social. O AE leva a alteracdes em parametros relacionados ao sistema
nervoso central (SNC), conforme definido pelo aumento da
neurogénese, diferencas no aprendizado e memoria e resisténcia a
insultos encefalicos externos. No presente estudo, os impactos do AE
em camundongos  Swiss  alimentados com uma  dieta
hipercolesterolémica (DH; 20% de gordura e 1,5% de colesterol) foram
investigados. Aqui, demonstramos que o AE, quando iniciado 4
semanas apds o inicio da DH em camundongos, reverte os déficits na
memoria espacial e de reconhecimento induzida pela DH, testadas no
labirinto em T e no teste de reconhecimento de objetos. Embora o AE
ndo tenha afetado o ganho de peso ou a hipercolesterolemia induzidos
pela DH, atenuou os efeitos relacionados a intolerdncia a glicose
induzidos pela DH. Por outro lado, o AE foi incapaz de mitigar a
diminuicdo nos niveis hipocampais do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (do inglés BDNF) e da interleucina-6 (IL-6) induzidos pela
DH. De modo geral, enquanto os resultados do presente estudo reforcam
os efeitos positivos e neuroprotetores do AE em relagdo a cognicéo, eles
ndo suportam a acdo protetora do AE nos marcadores inflamatérios e
neuroprotetores avaliados, que sofreram altera¢fes induzidas pela DH.
Como conclusdo, com base em observac@es clinicas de que individuos
ndo diabéticos com formas leves de intolerancia a glicose tém um maior
risco de comprometimento cognitivo, pode-se especular sobre a conexao
entre os efeitos do AE na intolerancia a glicose e seus efeitos sobre a
cognicao.

Palavras-chave: Colesterol. Aprendizagem e meméria. Camundongos
swiss. Enriquecimento ambiental.






ABSTRACT

While chronic high-fat feeding has long been associated with the rising
incidence of obesity/type 2 diabetes, recent evidence has established that
it is also associated with deficits in hippocampus-dependent memory. In
this regard, environmental enrichment (EE) is an animal housing
technique composed of increased space, physical activity, and social
interactions, which in turn increases sensory, cognitive, motor, and
social stimulation. EE leads to improved cerebral health as defined by
increased neurogenesis, enhanced learning and memory and resistance
to external cerebral insults. In the present study, the impacts of
environmental enrichment (EE) on Swiss mice fed a high-fat,
cholesterol-enriched diet (HFECD; 20% fat and 1.5% cholesterol) were
investigated. Here, we demonstrated that EE, when initiated 4 weeks
after the beginning of HFECD in mice, prevents HFECD induced spatial
memory and object recognition impairment, which were tested in T-
maze and object recognition tests. Although EE did not affect HFECD-
induced weight gain or hypercholesterolemia, it attenuated the effects
related to HFECD-induced glucose intolerance. On the other hand, the
AE was unable to mitigate the decrease in hippocampal levels of brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and interleukin-6 (IL-6) induced by
HFECD. Overall, while the results of the present study reinforce the
positive and neuroprotective effects of EE on cognition, they do not
support the protective action of EE on the inflammatory and
neuroprotective markers evaluated, which underwent HFECD-induced
changes. As a conclusion, based on clinical observations that non-
diabetic individuals with mild forms of glucose intolerance have a
higher risk of cognitive impairment, one can speculate on the connection
between the effects of EE on glucose intolerance and its effects on
cognition.

Keywords: Cholesterol. Learning and memory. Swiss mice.
Environmental enrichment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipercolesterolemia

De acordo com a Atualizacdo da Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose - 2017, a
hipercolesterolemia ¢ uma condicdo de aumento na concentragcdo de
colesterol plasméatico indicada por uma elevagdo isolada de LDL
(lipoproteina de baixa densidade, do inglés low density lipoprotein) >
160 mg/dL. Individuos hipercolesterolémicos sdo considerados em
condicdo de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
podendo ser enquadrados nesta categoria, individuos com colesterol
HDL (lipoproteina de alta densidade, do inglés high density lipoprotein)
abaixo de 40mg/dL e triglicérides acima de 150 mg/dL (em jejum).
Porém, a forma mais comum de se aferir uma condicdo de
hipercolesterolemia é por meio da propria concentracdo de colesterol
plasmético, sendo que em valores superiores a 190mg/dL o individuo ja
é considerado hipercolesterolémico.

A hipercolesterolemia pode desenvolver-se tanto por condigdes
dietéticas inadequadas (e.g., consumo excessivo de alimentos
hipercal6ricos e ricos em colesterol) como por condi¢fes genéticas em
que existam mutagdes deletérias em genes que codificam proteinas
importantes no metabolismo do lipideo, bem como pela sinergia destes
fatores (XAVIER et al., 2013). Devidos aos atuais habitos alimentares,
principalmente em paises desenvolvidos, baseados principalmente no
consumo de alimentos processados e hipercaldricos, observa-se,
atualmente, uma epidemia de obesidade. Segundo estimativas, em torno
de 35% da populacdo norte americana adulta, e entre 15 a 20% das
criangas, sdo obesos (MITCHELL et al., 2011). No Brasil, segundo
dados publicados pelo Ministério da Salde em 2016, a obesidade
cresceu cerca de 60% em dez anos e, atualmente, 61% das pessoas entre
25 e 34 anos estdo com excesso de peso. Um outro estudo publicado
também em 2016 (BLOCH et al.,, 2016), onde mais de 17 mil
adolescentes (12 — 17 anos) brasileiros de ambos os sexos foram
avaliados, mostrou que 17,1% dos individuos encontram-se com
sobrepeso e 8,4% ja estdo com obesidade.

O acimulo de LDL no sangue ocasiona lesdes nos tecidos das
artérias, conhecidas como estrias gordurosas. Mantendo as condi¢des
lipidicas elevadas essas estrias podem, por meio da agregacdo de mais
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LDLs, desenvolverem-se em placas aterosclerdticas. Estas placas
alteram a estrutura do lumen de diferentes artérias interrompendo, ou
mesmo impedindo, o fluxo sanguineo. Por consequéncia, tal condicéo
pode induzir doengas isquémicas, como o infarto agudo do miocéardio e
0 acidente vascular encefalico (STONE et al., 2011). Anichkov, em
1920 (Fig. 1), descobriu o papel do colesterol na patogénese da
aterosclerose, demonstrando os tipos celulares envolvidos no processo
aterosclerdtico, dentre eles células musculares lisas, macréfagos e
linfocitos. A inflamagdo é cada vez mais reconhecida como uma
caracteristica essencial da aterosclerose e um potencial alvo para terapia.
Em 1950, Gofman estabeleceu o papel determinante do colesterol no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares; portanto, tornou-se
essencial determinar os mecanismos de absorcdo, sintese,
armazenamento e transporte do colesterol (MANUEL-APOLINAR et
al., 2016). Durante a década de 70, o microbiologista Akira Endo foi um
dos responsdveis pelo desenvolvimento de um dos principais
tratamentos para a diminui¢do do colesterol LDL até os dias de hoje, por
meio do isolamento da lovastatina a partir de culturas de fungos
Aspergillus terreus (ALBERTS et al, 1980). A partir do
desenvolvimento da lovastatina, seguiu-se o desenvolvimento de outras
estatinas pelas industrias farmacéuticas, como a sinvastatina (derivado
semissintético da lovastatina, aprovada para comercializacdo em 1988),
a pravastatina (derivado da compactina, aprovada para comercializagdo
em 1991), e estatinas totalmente sintéticas, como a fluvastatina
(comercializada a partir de 1994), atorvastatina (1997), cerivastatina
(1998) e a rosuvastatina (2003) (MOREIRA, 2013). A terapia com
estatina foi aceita como terapia padrdo com baixo risco. Apesar de sua
capacidade de reducdo de LDL, tais fArmacos ndo apresentam a mesma
eficiéncia no aumento de HDL. Tendo em vista que o risco coronariano
aumenta de 1% até 3% para cada 1% de reducdo no nivel de colesterol
HDL, estudos vém apontando para uma terapia combinada de redugéo
de LDL e aumento de HDL. Neste sentido, varias classes de drogas com
efeitos de aumento de HDL tém sido associadas a redugdes nas taxas de
eventos cardiovasculares (STROES, 2005).
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PRmgremmls

Eugene Chevreul Felix Marchand Adolf Windaus Nikolai Anichkov
(1786-1889) (1846-1928) (1876-1959) (1885-1964)

John Gofman Akira Endo Jules Hirsch

M. Brown J. Goldstein
(1918 - 2007) (1933-) (1933 - 2016)

(1941-) (1940-)
Figura 1: Pesquisadores eminentes no estudo do colesterol. Eugene Chevreul
nomeou cholesterine (mais tarde chamado de colesterol) a partir de calculos
biliares. Felix Marchand, cunhou o termo aterosclerose. Adolf Windaus
trabalhou na constituicdo de esterdis e sua conexdo com vitaminas. Nikolai
Anichkov descobriu o significado e o papel do colesterol na patogénese da
aterosclerose. John Gofman identificou e distinguiu as trés principais classes de
lipoproteinas do plasma. Akira Endo desenvolveu os farmacos estatinas. Julies
Hirsh estabeleceu os fundamentos biolégicos da obesidade. Brown e Goldstein
descobriram receptores de lipoproteinas, principalmente densidade baixa.
Adaptado de (MANUEL-APOLINAR et al., 2016).

1.2 Efeitos da hipercolesterolemia sobre o Sistema Nervoso Central

Comprometimento cognitivo leve é definido com a zona de
transicdo entre o envelhecimento saudavel e a deméncia leve
(MARIANI; MONASTERO; MECOCCI, 2007). Esta condicdo refere-
se a individuos que tém algum grau de perda cognitiva quando
comparados a pessoas normais da mesma faixa etdria, mas que ndo
preenchem critérios para deméncia, podendo representar, em alguns
casos, um estagio de transicdo entre as alteragcdes cognitivas que fazem
parte do envelhecimento normal e os primeiros sintomas da doenca de
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Alzheimer (DA) (BRUSCOLI; LOVESTONE, 2004). Geralmente, esses
individuos tém graus muito baixos de comprometimento funcional e a
maioria dos clinicos tem dificuldade em distinguir esses problemas
funcionais daqueles encontrados em individuos normais & medida que
envelhecem (Fig. 2). Em um subconjunto de pessoas, em particular
aquelas que estdo propensas a desenvolver a DA, ha um declinio na
funcéo cognitiva, que pode ser muito sutil no inicio. Ateé cerca de 80%
das pessoas com comprometimento cognitivo leve podem progredir para
deméncia dentro de 5 anos (PETERSEN, 2004).

Em um estudo publicado em 1999, de la Torre e colaboradores
(DE LA TORRE, 1999) propuseram a associacao entre envelhecimento
e fatores de risco cardiovasculares (e.g., aterosclerose das artérias
carétidas) como um gatilho primario levando a hipoperfuséo cerebral, a
mudancas neurodegenerativas e ao eventual inicio da DA. De fato, além
de principal fator de risco para o desenvolvimento de aterosclerose e,
consequentemente, doencas arteriais coronarianas, evidéncias tém
apontado condi¢des hipercolesterolémicas como fator de predisposicéo
ao desenvolvimento de comprometimento cognitivo leve e doengas
neurodegenerativas, como a DA (KIVIPELTO, 2005; MURDOCK et
al., 2013; RUSANEN et al., 2014).

Em especial, um estudo publicado por Kivipelto e colaboradores
(KIVIPELTO et al., 2001), demonstrou que individuos que apresentam
elevados niveis de colesterol plasmatico (> 250 mg/dl) durante a meia-
idade apresentam risco aumentado de desenvolvimento de
comprometimento cognitivo leve e DA em idades mais avancadas. Este
estudo utilizou dados publicados em estudos anteriores (por exemplo, 0
Projeto Norte Karelia na Finlandia, feito na década de 1970, e que foi
um grande programa de prevencdo de doencas cardiovasculares), e
convidou os participantes para uma reavaliagdo em 1998 (ao total, 1.449
individuos participaram do estudo). Todavia, 0s mecanismos
moleculares pelos quais o0s niveis de colesterol contribuem ao
desenvolvimento de prejuizos cognitivos e na patofisiologia de doencas
neurodegenerativas ainda ndo estdo totalmente elucidados (COSTA et
al., 2017).
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—_— Comprometimento cognitivo leve
2 Provavel DA
=
z
DA definitiva
Idade

Figura 2: Mudanca hipotética da fungdo cognitiva de um individuo durante o

desenvolvimento da doenca de Alzheimer (DA). Adaptado de (PETERSEN,
2004).

Mais recentemente, Zhang e colaboradores (ZHANG et al.,
2005) descobriram que a alta ingestdo de colesterol esta fortemente
correlacionada com um baixo desempenho em testes cognitivos de
criangas em idade escolar. Ainda, Attuquayefio e colaboradores
(ATTUQUAYEFIO et al., 2017) em um estudo envolvendo jovens
saudaveis e com baixo indice de gordura corporal, mostraram que
mesmo um breve consumo de uma dieta estilo ocidental leva a
deficiéncias na aprendizagem e em memorias dependentes do
hipocampo. Além disso, evidéncias clinicas mostram que uma dieta rica
em alimentos gordurosos diminui o volume do hipocampo, prejudica a
funcdo cognitiva, incluindo memoria, eficiéncia psicomotora e atencéo
(Tabela 1) (JACKA et al., 2015).
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Tabela 1: Estudos em humanos: efeitos da dieta na cognicéo

Composigao da dieta

Alta ingestdo de 4cido
linoleico

Dieta pobre* resultando
em prejuizo natolerancia a
glicose

Baixa ingestdo de
gorduras monossaturadas e
saturadas

Alta ingestdo de gorduras
saturadas e trans

Alta ingestdo de &cidos
graxos poli-insaturados n-
3 e 4cido docosaexaenoico

Aumento da ingestdo de
calorias e da ingestdo de
colesterol

Resultados cognitivos

Pior desempenho no  Mini
Exame do Estado Mental

Pior desempenho no Mini

Exame do Estado Mental

Melhor desempenho no Mini
Exame do Estado Mental e no
Questionario de estado mental
de Pfeiffer

Declinio de desempenho em:
Teste Boston de meméria, Mini
Exame do Estado Mental e
Teste Modalidade Simbolo-
Digitos

Risco reduzido de doenca de
Alzheimer

Pior desempenho no tempo de
reacdo  simples, substituicéo
simbolo-digito e aprendizagem
de digito serial

Mecanismos biolégicos
postulados

Estresse oxidativo

Distarbio no
metabolismo de glicose

Estresse oxidativo, falta
de micronutrientes como
vitamina C, B9 e zinco

Niveis de colesterol

aterogénico
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2014)

Consistente com estes achados clinicos, um extenso corpo de
dados obtidos em estudos com animais sugere que uma dieta no estilo
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ocidental, caracterizada pela alta ingestdo de gorduras saturadas e
acUcares adicionados, causa prejuizos rapidos na aprendizagem e
memorias dependentes do hipocampo (CORDNER; TAMASHIRO,
2015; FREEMAN et al., 2014; MOREIRA, 2014; STRANAHAN et al.,
2008). Em 1990, Greenwood e Winocur (GREENWOOD; WINOCUR,
1990) publicaram um dos primeiros estudos revelando os efeitos de uma
dieta rica em colesterol no aprendizado e na memdria em ratos. As bases
bioldgicas das deficiéncias cognitivas induzidas por HFD (do inglés
high fat diet) em roedores se sobrepdem substancialmente as condi¢Ges
neurodegenerativas, incluindo disfun¢do mitocondrial (DE OLIVEIRA
et al., 2011), dano oxidativo (WU; YING; GOMEZ-PINILLA, 2004),
processos inflamatérios (THIRUMANGALAKUDI et al., 2008),
disfuncdo vascular (LI et al., 2010), neurogénese reduzida e perda da
integridade dendritica (STRANAHAN et al., 2008).

Contudo, ndo esta até 0 momento esclarecido, como o colesterol
plasmatico poderia afetar as fung¢bes cerebrais, uma vez que colesterol
ndo transpassa a barreira hemato-enceféalica (DIETSCHY E STEPHEN,
2001). Neste sentido, os neur6nios sintetizam o colesterol durante 0s
periodos de desenvolvimento, contudo, neurénios maduros perdem
progressivamente esta propriedade, obtendo colesterol a partir de outras
células, como os astrécitos (PFRIEGER; UNGERER, 2011). De acordo
com estudos in vitro com células cultivadas, os astrdcitos sintetizam
pelo menos 2 a 3 vezes mais colesterol que os neurdnios e fibroblastos
(BJORKHEM; MEANEY; FOGELMAN, 2004). O encéfalo elimina o
excesso de colesterol por meio da formacéo e excrecéo na circulagédo de
oxiesterois, 0s quais apresentam um importante papel na regulacdo da
homeostase de colesterol no SNC. Em células neuronais, o colesterol &,
principalmente, convertido pela enzima colesterol 24-hidroxilase
(CYP46A1) em 24-hidroxicolesterol (24-OH), o qual, ao contrario do
colesterol, é capaz de transpassar a barreira hemato-encefalica (BHE),
passando a corrente sanguinea (PFRIEGER; UNGERER, 2011). Por
outro lado, o 27-hidroxicolesterol é capaz de transpassar a barreira
hemato-encefalica (HEVERIN et al., 2005), e, devido a direta correlagédo
entre os niveis de colesterol e de 27-hidroxicolesterol na circulacdo
sanguinea (A. BABIKER et al., 2005), é provavel que o aumento nos
niveis de colesterol plasmatico resulte em um aumento na captacdo
cerebral de 27-hidroxicolesterol (SHAFAATI et al., 2011).

A condicdo  inflamatéria  periférica  associada  a
hipercolesterolemia  desencadeia danos a BHE levando ao
extravasamento de proteinas séricas. As células do sistema imunolégico
periférico interagem com o endotélio cerebral ativado, induzindo
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cascatas de sinalizacdo intracelular, producdo de mediadores
inflamatorios e alteracdes nas juncdes oclusivas (Fig. 3) (TAKEDA;
SATO; MORISHITA, 2014; XIONG et al., 2008). Além disso, citocinas
como IL-1, IL-6 e TNF-a sdo exemplos de citocinas que orquestram a
resposta inflamatdria frente & muitos estimulos, tanto sistemicamente
guanto no encéfalo. Mais importante ainda, essas citocinas também séo
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (FREEMAN et al.,
2014), o que resulta em efeitos diretos relacionados a cognicéo, ja que
os receptores de IL-1 e IL-6 estdo localizados em todo o encéfalo, mas
sdo altamente expressos no hipocampo (PARNET et al., 2002). Em um
estudo de revisdo publicado em 2014, Brosseron e colaboradores
(BROSSERON et al., 2014) identificaram que a IL-6 plasmética
aumenta ao longo do desenvolvimento da DA, ao passo que 0sS
receptores desta mesma interleucina parecem diminuir em pacientes
também com DA. A IL-6 também apresenta um comportamento
interessante em estudos com roedores, mostrando-se prejudicial para a
proliferacdo e sobrevivéncia de células progenitoras no encéfalo de
camundongos adultos nocaute para IL-6 (KELLIE K. BOWEN, 2011).
Por outro lado, camundongos que superexpressam IL-6, apresentam
uma diminuicdo acentuada na neurogénese durante os primeiros meses
de vida (VALLIERES et al., 2002). A homeostase dos mecanismos
inflamatorios parece ser importante nestes casos, sendo que tanto a falta
quanto o excesso de IL-6 parecem ndo ser benéficos (KELLIE K.
BOWEN, 2011).

Os danos relacionados a exposicdo de dietas ricas em gorduras
também afetam proteinas de relacdo direta com o crescimento e
desenvolvimento neuronal, como por exemplo o fator neurotréfico
derivado do encéfalo (do inglés brain derived neurotrophic factor
BDNF). Estudos mostram que dietas podem afetar negativamente tanto
a concentracdo (WU; YING; GOMEZ-PINILLA, 2004) como a
expressdo génica de BDNF (KARIMI; MOTAMEDI; RANJBAR,
2018). Além do BDNF, outros marcadores de plasticidade sinaptica
também podem ser alterados de acordo com a dieta, por exemplo
Dingess e colaboradores (DINGESS et al., 2018) mostraram que uma
dieta rica em gorduras (60% de gorduras) diminui a densidade e o tipo
de espinhos dendriticos na regido do cortex infra-limbico de ratos
machos. Em um outro estudo, Wu e colaboradores (WU; LIU;
KALAVAGUNTA, 2018) utilizando uma dieta enriquecida com
colesterol (2% colesterol), observaram uma perda neuronal notavel de
39,1%, 51,15% e 79,7% nas sub-regides DG, CA1 e CA3 do hipocampo
de camundongos alimentados com a dieta colesterol em comparacao
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com o grupo controle. A potenciagdo de longa duracdo, um dos
fendmenos bioldgicos que contribuem para a plasticidade sinaptica,
também parece ser prejudicada pela exposi¢cdo a uma dieta rica em
gorduras (KARIMI et al., 2013).
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Figura 3: Influéncia da hipercolesterolemia na integridade da barreira
hematoencefalica (BHE). A BHE é formada pelas jungBes oclusivas que
conectam as células endoteliais aos capilares que irrigam o parénquima
cerebral. Juntamente com a lamina basal, 0s processos astrociticos e 0s pericitos
formam a unidade neurovascular. (A) Situagdes normais e (B) Situagdes
patoldgicas, e.g., a hipercolesterolemia, onde ocorrem danos na BHE (disfungéo
das juncOes oclusivas) (OLIVEIRA, 2015) adaptado de (MOREIRA et al.,
2014).

Como dito anteriormente, as estatinas oferecem uma estratégia
para atenuar tais danos causados pela elevacdo do colesterol, ja que as
mesmas podem atuar inibindo a sintese de colesterol no sistema nervoso
central (SNC) por meio da inibicdo da enzima HMG-CoA redutase
(THOMPSON et al., 2016). No entanto, a seguranca das estatinas nao
parece estar bem consolidada, sendo motivo de preocupacdo em
questbes de desempenho cognitivo, o que levou a FDA (Food and Drug
Administration) a alterar o rétulo das estatinas em 2012 com 0 aviso:
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"Perda de memdria e confusdo foram relatadas com o uso da estatina.
Esses eventos relatados geralmente ndo sdo sérios e vao embora uma
vez que a droga ndo ¢ mais utilizada”.

Embora abordagens farmacologicas e nao farmacoldgicas
tenham sido utilizadas com relativo sucesso no manejo da obesidade e
doencas relacionadas, em um estudo anterior do nosso grupo, enfatizou-
se as vantagens da atividade fisica em comparacdo com drogas
hipolipemiantes no manejo de déficits cognitivos associados a um
camundongo modelo de hipercolesterolemia familiar humana
(MOREIRA, 2013). De fato, hd um interesse crescente em estratégias
nao farmacoldgicas para o tratamento de doencas, como exercicio fisico,
dieta ou estimulacdo cognitiva, ndo apenas para melhorar a satde geral e
a funcdo cognitiva, mas também o bem-estar e a qualidade de vida. Na
Atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da
Aterosclerose — 2017, a pratica de atividade fisica aparece como
recomendacdo de grau | (mais elevado) como tratamento néo
medicamentoso.

De fato, a inatividade fisica e a ingestdo calérica excessiva, que
caracterizam o estilo de vida ocidental contemporaneo (FREESE et al.,
2018; ZOBEL et al., 2016), sdo fatores importantes que podem induzir
distdrbios metabdlicos, como obesidade, dislipidemia, resisténcia a
insulina e diabetes mellitus tipo 2 (FRANKENBERG, ANDRE F. REIS,
2017; JANNASCH; KRO; SCHULZE, 2017).

1.3 Enriquecimento ambiental

Devido ao aumento do consumo de dietas ricas em gordura
(HFD) e os problemas de saude relacionados (por exemplo, obesidade,
dislipidemia, resisténcia a insulina e deficiéncias cognitivas), o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes é de extrema
importancia. Neste sentido, os efeitos da estimulagdo fisica e cognitiva
no encéfalo e no comportamento sdo modelados em roedores usando um
paradigma chamado ambiente enriquecido (AE) (FRICK, KARYN M.;
BENOIT, 2015). O AE (Fig. 4) consiste em uma ferramenta
experimental no qual os animais sdo expostos a um ambiente que
fornece uma variedade de estimulos cognitivos, sensoriais e motores
(VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000). Este paradigma foi
primeiramente descrito, em um contexto neurocientifico, no final da
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década de 40 por Donald Olding Hebb (HEBB, 1947), quando o
neurocientista relatou uma melhora no comportamento dos ratos que
eram criados livremente em sua casa, quando comparados com aqueles
gue eram mantidos em gaiolas no laboratério. Muitos estudos tém
mostrado que a exposicdo ao ambiente enriquecido promove beneficios
fisioldgicos, morfol6gicos, bem como alteragbes na plasticidade
neuronal incluindo: aumento da arborizacdo dendritica, gliogénese,
neurogénese, e modificagdes na expressdo de genes ligados a
plasticidade neuronal. Em decorréncia disso, a exposi¢do ao ambiente
enriquecido parece melhorar o aprendizado e a memoéria (VAN
PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000); diminuir o estresse
(LARSSON; WINBLAD; MOHAMMED, 2002), a ansiedade
(LAMBERT; FERNANDEZ; FRICK, 2005) e a depressdo (BRENES;
FORNAGUERA, 2008); atenuando danos ao cérebro (WILL et al.,
2004) e diminuindo a insurgéncia de doencas neurodegenerativas
(HANNAN, 2006). Ademais, ndo so alteragbes comportamentais estao
associadas ao enriquecimento ambiental. Com o AE, os camundongos
encontram novidades, interacdo social e atividade fisica (Fig. 5). Em
particular, o AE tem efeitos positivos na funcdo encefalica, incluindo
arborizacdo dendritica, sinaptogénese e neurogénese e¢ melhora da
memoria em varias tarefas de aprendizado (PRAAG et al., 2000). Os
efeitos benéficos do AE estdo parcialmente relacionados com
mecanismos que melhoram as vias neuroprotetoras e neuromoduladoras,
por exemplo, através do aumento de BDNF (WOLF et al., 2006). Além
disso, 0 AE pode alterar as concentracBes de citocinas, varios
componentes do sistema imunolédgico e células gliais, sugerindo que
este pode ser um potencial mecanismo de acdo para como ele modula a
funcdo encefalica (SINGHAL et al., 2014). Diversos estudos também
demonstram que esta pode ser uma importante ferramenta na resposta
anti-inflamatoria. Exposicdo a novos objetos e acessorios, em conjunto
com exercicio fisico (roda de correr), resultam em uma menor expressao
de IL-1B e TNFa no hipocampo de camundongos (SINGHAL et al.,
2014). Além da diminuicdo destas citocinas pré-inflamatdrias, também
se observou um aumento nas concentracdes de citocinas anti-
inflamatdrias, como IL-6 e IL-10.
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Figura 4: Enriquecimento ambiental e os efeitos da estimula¢do sensorial na
melhora cognitiva e motora em diferentes areas do encéfalo. O enriquecimento
ambiental pode promover ativagdo neuronal, sinalizacdo e plasticidade em
Vérias regides do encéfalo. A estimulagdo sensorial, incluindo somatossensorial
e visual, ativa os cértices somatossensoriais (vermelho) e visual (laranja). O
aumento da estimulagdo cognitiva por exemplo, a codificacdo de informagdes
relacionadas a mapas espaciais, reconhecimento de objetos, novidade e
modulagédo da atengéo, provavelmente ativara o hipocampo (azul) e outras areas
corticais. Além disso, a atividade motora aprimorada, como movimentos
exploratérios naturais (incluindo habilidades motoras finas que diferem da roda
de corrida), estimula areas como o cdrtex motor e o cerebelo (verde). Adaptado
de (HANNAN, 2006).

O AE também oferece estimulagéo fisica e social complexa que
leva a uma melhora na salde metabdlica. Por exemplo, Cao e
colaboradores (CAO et al., 2011) demonstraram que o AE diminui a
adiposidade, aumenta o gasto energético, causa resisténcia a obesidade e
induz uma transformacdo genética, morfoldgica e funcional do tecido
adiposo branco ao tecido adiposo marrom. Diante de tantos efeitos
benéficos, a presente dissertacdo teve como objetivo investigar o
desempenho cognitivo e os efeitos metabdlicos do AE em camundongos
alimentados com dieta hipercolesterolémica (DH).



39

Enriquecimento
Ambiental
v - I I Vv I |
/ , : : "
<c;:;:.. >{ et { s ) / \ Nutrigao i"‘“m“""?"" \h:vmuu«7
| Par | [ Grupo | | [ Grande | |Complexs | ('Berrkh‘i Ereics |

e el - .
oo mir I —{Eaaay) | Zions ]-——-l:
;w_'{“m“ (m W—ﬁ‘J

loumml " Bolase
‘ Brinquedos |
__ Coloridos |

Figura 5: Enriquecimento ambiental para roedores em cativeiro pode ser
obtido fornecendo contato social (par, grupo, permanente, temporério),
atividade fisica utilizando rodinhas de corrida, recintos novos, maiores e mais
complexos, objetos e acessérios novos, estimulo sensorial (visual, auditivo e
olfatério), e uma melhor nutricdo. Modificado de (SINGHAL et al., 2014).
(PLACIDO, 2018).

1.4 Modelos experimentais para o estudo da hipercolesterolemia e
suas consequéncias sobre o metabolismo e comportamento

Distlrbios metab6licos induzidos pela alimentagdo rica em
gorduras em roedores assemelham-se as caracteristicas humanas
(WOODS et al., 2003). Por exemplo, varios estudos com roedores
indicam que a dieta rica em gordura (HFD, do inglés high fat diet)
diminui a sensibilidade a insulina ao passo que aumenta a concentragédo
de colesterol no sangue e a massa corporal (BUETTNER R;
SCHOLMERICH J; BOLLHEIMER LC, 2007). Além disso, a HFD
aumenta a massa de gordura visceral e os &cidos graxos livres
circulantes, resultando em inflamagdo generalizada por meio da
secrecdo de citocinas / adipocinas (XU et al., 2003).

De particular importdncia ao presente trabalho, a
hipercolesterolemia tem sido associada a prejuizos de aprendizagem e
memoria em varios paradigmas comportamentais, incluindo o labirinto
aquatico e labirinto radial (THIRUMANGALAKUDI et al., 2008;
ULLRICH; PIRCHL; HUMPEL, 2010), memdria aversiva ao contexto
(HWANG et al., 2009), evasdo passiva e ativa (GHODKE; TOUR;
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DEVI, 2012; LEE et al., 2016), tarefa de identificacdo e localizagdo de
objetos (KNIGHT et al., 2014; MOREIRA et al., 2014) e teste de
alternancia espontdnea (KNIGHT et al., 2014). Além disso, 0s
camundongos nocaute para o receptor de lipoproteinas de baixa
densidade (LDLr-/-), um modelo experimental amplamente utilizado de
hipercolesterolemia de origem familiar, exibem prejuizos de memdria de
trabalho (MULDER et al., 2004; OLIVEIRA; LUIZ; MOREIRA, 2014)
e de formacdo de memodrias de longo prazo aversivas (MOREIRA et al.,
2012) e ndo-aversivas (MULDER et al., 2004;
THIRUMANGALAKUDI et al., 2008).

Apesar das diferengas na absor¢do e metabolizagdo de lipideos
(Tabela 2), roedores possuem uma proximidade filogenética e relativo
baixo custo em sua manutencdo, por conta disso, esse modelo animal
vem sendo cada vez mais utilizado para o estudo dos efeitos da
hipercolesterolemia e consequéncias no sistema cardiovascular (GETZ;
REARDON, 2016). Para a indugdo de hipercolesterolemia em animais,
tém-se utilizado dietas contendo colesterol, as quais variam de ragdes
comerciais suplementadas com niveis substancialmente diferentes de
colesterol (MACHADO, 2016) assim como modificacGes nas porcdes
de lipideos e carboidratos (DORNAS et al., 2009). Esta abordagem visa
modelar uma condicdo de hipercolesterolemia ambiental, derivada da
absorcao de lipideos por meio da dieta. Diversas composicOes de dieta
podem ser observadas na literatura. Podem-se distinguir dietas
enriquecidas em gordura daquelas enriquecidas com colesterol, sendo
que, em geral, as primeiras apresentam altas taxas de gorduras totais
(>50%) e nenhum acréscimo de colesterol (MACHADO, 2016). Por
outro lado, dietas hipercolesterolémicas sdo aquelas que possuem
enriquecimento com colesterol, apresentando baixa adi¢cdo de outros
tipos de gordura (em torno de 20%), apenas O necessario para que o
colesterol possa ser solubilizado e acrescentado a composi¢do. Um dos
primeiros trabalhos utilizando dieta enriquecida em colesterol em
camundongos foi o trabalho de Wissler e sua equipe na década de 1960
(D. VESSELINOVITCH, 1967). Neste estudo verificou-se que
camundongos alimentados com dieta enriquecida em 30% de gordura,
5% de colesterol e 2% de acido colico apresentavam hipercolesterolemia
e estrias gordurosas em diversas regides vasculares, porém sem inducao
de atividade inflamatoria severa. Posteriormente, demonstrou-se que
mesmo dietas com 15% de gordura total e enriquecida apenas com
1,25% de colesterol também ocasionam hipercolesterolemia em
camundongos. Além de danos cardiovasculares, estudos mostram que o
excesso de lipidios na dieta também causa alteracGes metabolicas como
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diminuicdo na eficacia da liberacdo de insulina e consequente atraso no
retorno dos niveis basais de glicose (AHRE; WINZELL, 2004).

Em particular, um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa
demonstrou prejuizo de meméria espacial de referéncia e um aumento
de cerca de 40% nos niveis de colesterol plasmatico de camundongos
Swiss expostos a uma dieta rica em colesterol (1,25%) por dois meses
(MOREIRA et al., 2014).

Tabela 2: Comparacdo entre o metabolismo do colesterol em humanos e
camundongos. (MACHADO, 2016).

Variivel Humanos | Camundongos
Absorcao de colesterol da dieta 5 mg/dia/Kg | 30 mg/dia/K

Total de colesterol biosintetizado 10 160 mg/dia/Kg
mg/dia/Kg

Taxa de produgdo de LDL 13 50 mg/dia/Kg
mg/dia/Kg

Depuracio de colesterol LDL pelo 70% 80%
figado




42

2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a inatividade fisica e os maus habitos
alimentares da chamada dieta ocidental sdo temas de grande
preocupacdo mundial e que levam a uma série de doencas nao
transmissiveis, incluindo obesidade, doencas cardiacas, diabetes tipo 1l e
até mesmo diminuicdo da expectativa de vida, o presente estudo
procurou investigar um possivel efeito protetor cognitivo e metabdlico
do AE em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura
enriquecida com colesterol. Varios estudos mostraram importantes
efeitos neuroprotetores do AE em roedores. No entanto, a grande
maioria dos estudos que usam AE inicia a exposi¢do antes ou junto com
0 insulto. A partir de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa,
sabemos que um més de exposicdo a DH é suficiente para induzir
déficits de aprendizado e memoria, bem como varias alteragdes
metabdlicas, por  exemplo, hipercolesterolemia,  alteragfes
neuroquimicas e reducdo da neurogénese. Assim, o objetivo do presente
estudo foi determinar se, em uma amostra de camundongos que ja
estava sendo exposta a dieta hiperlipidica por 4 semanas, outro periodo
de quatro semanas de exposicdo concomitante ao AE levaria a: (1)
melhora meméria espacial de curto prazo; (2) melhora dos parametros
metabdlicos, como niveis plasmaticos de colesterol, tolerancia a glicose
e ganho de peso e; (3) melhores pardmetros neurogquimicos, tais como 0s
niveis de BDNF e citocinas inflamatdrias. Especificamente, procuramos
uma abordagem translacional, na qual os individuos ficariam expostos a
inatividade fisica, bem como as dietas ricas em gordura, caracteristicas
da sociedade ocidental. A exposicdo ao AE comegou apés 4 semanas,
enquanto a DH continuou a ser oferecida aos animais.
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, em camundongos Swiss machos, as alteraces
metabodlicas, comportamentais e neuroquimicas induzidas pela
exposicdo a uma dieta enriquecida com colesterol (1,5%) e avaliar o
impacto da concomitante exposi¢cdo dos animais ao enriquecimento
ambiental.

3.1 Objetivos especificos

3.1.2 Avaliagdo de parametros comportamentais

a) Memoria espacial de curto prazo no labirinto em T;

b) Locomogdo e comportamentos relacionados & ansiedade no
teste de campo aberto;

c) Meméria de reconhecimento de curto prazo no teste de
reconhecimento de objetos;

3.1.3 Avaliacéo de parametros metabolicos

a) Acompanhamento semanal das alteracGes da massa corporal e
quantificacdo da ingestdo de racéo;

b) Avaliacdo da agdo da insulina, por meio do teste de tolerancia
a glicose;

¢) Mensuracdo da concentracdo plasmatica de colesterol.

3.1.4 Avaliacdo de parametros neuroquimicos

a) Quantificagdo da concentracdo de BDNF no hipocampo e
cortex pré-frontal;

b) Quantificagdo da concentracdo da citocina Interleucina — 6 no
hipocampo e cértex pré-frontal.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos swiss,
machos, com 3 meses de idade ao inicio dos experimentos, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC,
Florianépolis, Brasil), e mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias e Comportamento no Departamento de Ciéncias
Fisiologicas. Foram mantidos em grupos de 8-9 animais por gaiola
numa sala sob temperatura controlada (23 £ 1 ° C) e sujeitos a um ciclo
de luz de 12 horas (luzes as 7:00 da manhd) com acesso livre a comida e
dgua. Todos os procedimentos utilizados estdo de acordo com as
diretrizes preconizadas pelo do Comité de Etica no Uso de Animais da
UFSC (protocolo 1793080916).

4.2 Drogas e Quimicos

D - (+) - glicose (Sigma Aldrich, St. Louis, MO); Glicosimetro
(Accu-check, Roche Diagnostic); Kit de Colesterol (Gold Analisa
Diagnostica Ltda, Minas Gerais, Brasil); Solugdo salina tamponada com
fosfato, fluoreto de fenilmetilsulfonilo, cloreto de benzeténio, tween 20,
EDTA e aprotinina (Sigma Aldrich, St Louis, MO); kits de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

4.3 Condicdes de Habitacéo

Os camundongos do ambiente padrdo (AP) foram alojados em
caixas de plastico transparentes com tampas de grades metalicas (38 cm
X 32 ¢cm x 17 cm). Por outro lado, os camundongos do AE foram
alojados em caixas plasticas maiores (44 cm x 32 cm x 18 cm),
contendo uma variedade de estimulos, por exemplo, uma roda de
corrida, tubos de plastico, escadas, bolas de borracha e um abrigo de
madeira, como previamente estabelecido em nosso laboratério
(MOREIRA et al., 2014). Esses itens foram alternados e/ou trocados da
gaiola a cada 3-4 dias. Os animais foram mantidos 24 h por dia em
grupos de 8-9 animais para as condicdes AP e AE desde o inicio e
durante toda a duragdo dos experimentos comportamentais.
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4.4 Desenho Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos
experimentais (n = 18 por grupo) e alimentados diariamente durante 8
semanas com duas diferentes dietas: dieta padrdo (DP) para roedores
(Nuvilab CR1, Nuvital; Quimtia Nutrientes SA, Colombo, PR, Brasil) e
(DH) dieta hipercolesterolémica (20% de gordura e 1,5% de colesterol;
Rhoster IndUstria e Comércio, Aragoiaba da Serra, SP, Brasil). Apos 4
semanas, metade dos animais de cada grupo foram expostos a um
periodo de quatro semanas de ambiente padrdo AP ou AE. Apos esse
periodo, o0s camundongos foram submetidos a varios testes
comportamentais, incluindo teste de alternancia forgada (dia 1), campo
aberto (dia 2) e teste de reconhecimento de objeto (dia 3). Todos os
testes comportamentais foram realizados por um experimentador cego
para 0S grupos experimentais. Apds o término dos testes
comportamentais, os camundongos foram privados de alimentos por seis
horas e o teste de tolerancia a glicose foi realizado (dia 4). Um dia
depois, os animais foram novamente privados de alimentos durante seis
horas e o sangue foi coletado do coragdo para determinar os niveis de
colesterol no plasma (dia 5). Posteriormente, o cértex pré-frontal e o
hipocampo foram dissecados para determinar os niveis de BDNF e de
IL-6 (Fig. 6).

0 28 56 60 dias

Exposigdo a Dieta Enriquecida com Colesterol

Enriquecimento ambiental

Inicio da exposi¢cdo da
dieta enriquecida com
colesterol (1,5%)

Inicio do enriquecimento
ambiental

Testes comportamentais: Teste de tolerdncia a
Labirinto em T; glicose, eutandsia,
Campo aberto; coleta de plasma e
Reconhecimento de objetos tecido encefdlico

Figura 6: Delineamento experimental. (DE SOUZA et al., 2018).
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4.5 Tarefas Comportamentais
4.5.1 Teste de alternancia for¢ada (Labirinto em T)

O comportamento exploratorio € um importante componente na
tarefa de aprendizado, assim, o teste de alternancia forcada oferece
tarefas de discriminacdo esquerda-direita usando o labirinto em T para
avaliar a memoria de trabalho e de referéncia espacial em roedores. Nas
tarefas do labirinto em T, sabe-se que os roedores podem usar diferentes
estratégias para executar as tarefas, com base em pistas espaciais e nao
espaciais, tais como pistas fora do labirinto, configuragdo das pistas na
sala de experimento, orientacdo do labirinto e assim por diante (SHOJI
et al., 2012). Dessa forma é possivel avaliar o aprendizado do animal de
acordo com o comportamento exploratério apresentado acerca do tempo
e nimero de entradas em cada braco do aparato.

No presente estudo, testes de alternancia forcada foram
conduzidos utilizando um labirinto em T simétrico, feito de madeira
pintada de preto. Cada braco do labirinto em T tinha 30 cm de
comprimento, 9 cm de largura e 12 cm de altura, e a parede no final de
cada brago era marcada com um padrdo preto e branco diferente. Para
reduzir o estresse dos animais, a luz na area de teste foi reduzida para 30
+ 5 lux. O protocolo de alternancia forcada foi adaptado de Wolf e
colegas (WOLF et al., 2016). O teste consistiu em uma sessdo de
treinamento de 5 min (T1) seguido por um teste de 5 min (T2) (Fig. 7).
Em T1, o camundongo foi colocado no final do braco inicial, de frente
para a parede e longe do centro. O camundongo tinha disponivel para
explorar, dois bragos do labirinto em T, enquanto a entrada no terceiro
braco foi blogueada. Apds a sessdo de treinamento, o camundongo foi
devolvido a caixa de origem por um intervalo de 30 minutos entre 0s
testes. Em T2, o bloqueio no brago 3 foi removido, o camundongo foi
novamente colocado no braco inicial e, em seguida, permitido o acesso a
todos os trés bracos do labirinto. Para minimizar a presenca de trilhas
olfativas, o labirinto foi completamente limpo com etanol a 10% ap6s
cada tentativa. O nimero de entradas (definido pela colocacdo das
quatro patas em um brago) e o tempo gasto em cada braco foram
registrados. Tempo no bra¢o novo [%] foi definido como o tempo gasto
no braco novo dividido pelo tempo gasto em todos os bragos durante o
teste T2. Alternancia forcada [%] foi definida como a porcentagem de
camundongos entrando primeiro no brago novo durante o T2.



48

B 30 min N

rd

| = Brago de inicio
1 B = Braco bloqueado 1
N = Brago novo

Treino Teste

Figura 7: Teste do labirinto em T (DE SOUZA et al., 2018).

4.5.2 Teste de reconhecimento de objetos

Este tipo de teste foi derivado de um paradigma de comparacédo
visual emparelhada amplamente utilizado tanto em humanos como em
primatas ndo humanos, em que um estimulo familiar e um novo séo
emparelhados e em que o reconhecimento é inferido do olhar
preferencial para o novo alvo, fazendo com que também se permita
comparacgdes interespécies. Tais qualidades tornaram o teste de
reconhecimento de objetos muito popular em pesquisas experimentais
sobre memoria (LEGER et al., 2013).

O aparato experimental usado neste estudo foi uma caixa de
campo aberto (50 cm de largura x 50 cm de profundidade x 40 cm de
altura) feita de PVC transparente, colocada em uma sala iluminada com
30 lux e isolada por som. No dia 1 dos testes, foi realizado um
experimento de habitua¢do onde os camundongos puderam explorar a
caixa de teste vazia por 5 min. Vinte e quatro horas apds o experimento
de habituacéo (dia 2), foi realizado um treinamento. No treinamento do
dia 2, dois objetos de amostra iguais (por exemplo, dois cubos) foram
introduzidos no campo aberto. Os camundongos foram colocados no
centro do aparato com dois objetos idénticos por 5 minutos. Os objetos
foram colocados a 7 cm das paredes do campo aberto. A exploracéo dos
objetos foi registrada usando um cronémetro quando os camundongos
cheiraram ou olharam os objetos a ndo mais de 1 cm de distancia. Apos
a fase de treinamento, os camundongos foram removidos do aparelho
por 90 minutos. Apds esse intervalo entre treino e teste, 0 objeto antigo
(mesmo da sessdo de treino) e um objeto novo, de outro formato (por
exemplo, um cubo e uma esfera) foram introduzidos e a interacdo com
os objetos foi novamente registrada por 5 minutos. O tempo gasto pelos
animais explorando os objetos novos e antigos foi registrado durante os



49

5 min. Para minimizar a presenga de pistas olfativas, os objetos foram
cuidadosamente limpos com 10% de etanol apds cada tentativa. Para
analisar o desempenho cognitivo, foi calculado um indice de
localizagdo: (T novo x 100) / (T novo + T antigo), onde T novo é o
tempo gasto explorando o objeto novo e T antigo é o tempo gasto
explorando o objeto antigo.

Fase de treino Fase de teste

B & H A
Intervalo 90min
b b O

Figura 8: Teste de reconhecimento de objetos. Adaptado de
http://www.bris.ac.uk/synaptic/research/projects/memory/recognition-
memory/memory-tasks.html

4.6 Analises bioquimicas

A concentracdo de glicose foi avaliada apds 6 horas de jejum
calorico e apds a administracdo de 2 g / kg de D - (+) - glicose (Sigma
Aldrich, St Louis, MO) via i.p. A glicose no sangue foi medida a partir
da ponta da cauda no tempo basal (imediatamente antes da
administracdo de glicose), 15, 30, 60 e 120 minutos ap6s a
administracdo de glicose, usando um glicosimetro (Accu-check, Roche
Diagnostic). Um dia depois, os camundongos foram novamente
privados de comida por seis horas, sendo posteriormente anestesiados
com uma mistura de cetamina e xilazina (xilazina 10 mg/kg e cetamina
100 mg/kg, via intraperitoneal) e o sangue foi coletado por puncéo
cardiaca, imediatamente centrifugado a 3.000 x g e o plasma congelado
em freezer -80 ° C. O colesterol total (CT) foi medido no plasma usando
o kit colorimétrico enzimatico de acordo com as instrugdes do fabricante
(Gold Analisa Diagnostica Ltda, Minas Gerais, Brasil).

4.7 Analises Neuroquimicas

Para a determinacéo dos niveis de BDNF e IL-6 no hipocampo
e no cortex pré-frontal, os encéfalos foram removidos e o hipocampo e o
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cortex pré-frontal foram imediatamente dissecados e homogeneizados
com tampdo PBS contendo Tween 20 a 0,05%, fluoreto de
fenilmetilsulfonilo 0,1 mM, cloreto de benzot6nio 0,1 mM, EDTA 10
mM e 20 IU de aprotinina A. Os homogenatos foram centrifugados a
3000 x g durante 10 min, e os sobrenadantes foram armazenados a - 80 °
C até serem realizados ensaios para a determinacéo dos niveis de IL-16
e BDNF. Os niveis de IL-6 e BDNF foram avaliados utilizando kits de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) de acordo com as recomendagdes do
fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA), e os resultados
sS40 expressos em picogramas por miligrama de proteina em cada
amostra. A quantidade de proteina foi avaliada pelo método de Bradford
(1976). A albumina sérica bovina (Sigma) foi usada como padrao.

4.8 Analise estatistica

Os dados sdo expressos como média + EPM. O teste de
alternancia forcada (labirinto em T) e a tarefa de reconhecimento de
objetos foram analisados por testes “t” de student para determinar se a
porcentagem de tempo gasto no brago novo ou o indice de
reconhecimento diferiam do desempenho de chance (33% ou 50%,
respectivamente). As outras analises estatisticas foram realizadas usando
uma analise de variancia de duas vias (ANOVA), com medidas
repetidas quando apropriado. Apés ANOVA significativa, realizaram-se
comparacgdes multiplas utilizando o teste post hoc de Newman Keuls. O
nivel de significancia aceito para todos os testes foi P < 0,05. Todos os
testes foram realizados utilizando o pacote de software STATISTICA®
(StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 Labirintoem T

Em primeiro lugar, a memodria de referéncia espacial de
camundongos foi avaliada usando um teste de labirinto em T
modificado (Fig. 7). Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos
com relagdo ao nimero de cruzamentos totais ao longo dos bragos do
aparato na sessdo de treinamento (Fig. 9a) e na sessdo teste (Fig. 9b).
Por outro lado, como mostrado na Fig. 9c, a exploragdo do braco novo
no grupo de camundongos tratados com DH, mantidos no AP, foi
significativamente prejudicada, uma vez que ndo houve diferenca entre
0 tempo percentual gasto explorando o novo brago e a porcentagem de
chance (33%) (t = 0,70, df = 7, P = 0,561). O AE reverteu o déficit
causado pela DH na exploracdo do brago novo, ou seja, 0s animais
apresentaram um aumento significativo na porcentagem de tempo gasto
explorando o0 novo brago em comparagdo com a porcentagem de chance
(t=3,65, df =8, P <0,01). Para ambos os grupos controle (dieta padrdo
AP e dieta padrdo AE), a porcentagem de tempo gasto explorando o
braco novo foi significativamente maior em comparagdo com a chance (t
=286, df = 8, P <0,05 e t = 2,35, df = 7, P <0,05, respectivamente).
Além disso, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para
o fator ambiente [F (1, 30) = 6,53, p < 0,05] na porcentagem de
alternancia forcada (ou seja, a porcentagem de camundongos entrando
primeiro no braco novo durante o teste). No entanto, comparagdes post
hoc subsequentes ndo revelaram diferencas significativas entre os
grupos (fig. 9d).
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Figura 9: Teste de Alternacdo Forgada (Labirinto em T). (A) Total de
cruzamentos durante o treinamento. (B) Cruzamentos totais durante o teste
experimental. (C) Tempo (%) gasto no novo brago durante o teste. (D)
Alternancia forgada (%) no teste. Os dados sdo expressos como média + EPM. *
P <0,05 versus nivel de chance (33% do tempo gasto explorando o0 novo brago
no teste). Efeito ambiente (p <0,05; analise de variancia de duas vias). DP (dieta
padrdo); DH (dieta hipercolesterolémica); AP (ambiente padrdo); AE (ambiente
enriquecido).

5.2 Teste de campo aberto

Com relacdo ao nimero de cruzamentos totais, a ANOVA de
duas vias indicou efeitos significativos para o fator dieta [F (1, 30) =
4,37, p <0,05] e para o fator ambiente [F (1, 30) = 6,76, p <0,05].
Analises post hoc subsequentes demonstraram um aumento significativo
na atividade locomotora de camundongos tratados com DH, expostos ao
AP, em comparagdo com camundongos tratados com DP, expostos ao
AP (P <0,05) (Fig. 10a). Por outro lado, nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos em relacdo ao numero de levantamentos
verticais (Fig. 10b) e porcentagem de cruzamentos centrais (Fig. 10c).
Em contraste, observou-se um aumento significativo no tempo gasto no
centro do aparato em camundongos tratados com DH expostos ao AE
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em comparagdo com camundongos tratados com DP e expostos ao AE
(P <0,05) (Fig. 10d). A ANOVA de duas vias indicou um efeito
principal significativo para o fator dieta [F (1, 30) = 10,09, p <0,005] no
tempo gasto no centro (segundos).
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Figura 10: Teste de Campo Aberto. (A) Numero total de cruzamentos. (B)
Numero total de levantamentos verticais. (C) Porcentagem de cruzamentos
centrais. (D) Tempo total (segundos) no centro do aparato. Os dados sdo
expressos como média + EPM. * p <0,05 vs. grupo DP / AP e # p <0,05 vs.
grupo DP / AE (andlise de variancia de duas vias seguida do teste post-hoc de
Newman-Keuls). DP (dieta padrdo); DH (dieta hipercolesterolémica); AP
(ambiente padrdo); AE (ambiente enriquecido).

5.3 Teste de reconhecimento de objetos

A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para o
fator dieta [F (1, 30) = 5,73, p <0,05] com relagdo ao total de
cruzamentos durante a fase de treinamento. No entanto, comparacdes
post hoc subsequentes ndo revelaram diferencas significativas
estatisticas entre os grupos (Fig. 11a). Deve ser notado que nenhuma
preferéncia inata pela posicdo do objeto foi exibida entre os grupos,
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como indicado pela quantidade similar de tempo gasto explorando
ambos 0s objetos durante a sessdo de treinamento de 5 min (ou seja,
nenhuma diferenca entre o tempo gasto explorando um dos objetos e a
média, 50%, pode ser observado) (Fig. 11b). A ANOVA de duas vias
indicou um efeito significativo para o fator dieta [F (1, 30) = 15,37, p
<0,0005] com relacéo ao total de cruzamentos durante a fase de teste.
Comparagdes post hoc subsequentes revelaram um aumento
significativo no cruzamento total de (i) camundongos tratados com DH,
expostos ao AP, em comparagdo com camundongos tratados com DP e
expostos ao AP (P <0,05) e (ii) de camundongos tratados com DH
expostos a0 AE em comparagdo com camundongos tratados com DP e
expostos ao AE (P <0,05) (Fig. 11c). Por outro lado, como mostrado na
Figura 12d, o indice de reconhecimento nos camundongos tratados com
DH foi significativamente prejudicado, uma vez que nao houve
diferenca entre o indice de reconhecimento e a chance (50%) (t = 1,75,
df =7, P = 0,12). Em contraste, o AE reverteu o déficit no indice de
reconhecimento causado pela DH, ou seja, um aumento significativo no
tempo percentual gasto explorando o novo objeto em comparacgdo a
média (t = 6,76, df = 8, P <0,0001). Para ambos os grupos controle
(DP+AP e DP+AE), a porcentagem de tempo gasto explorando o novo
objeto foi significativamente superior ao nivel de chance (t = 3,68, df =
8, P <0,01 et=2,85, df =7, P <0,05, respectivamente).
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Figura 11: Teste de Reconhecimento de Objetos. (A) Total de cruzamentos
durante o treino. (B) indice de reconhecimento (%) durante o treinamento. (C)
Cruzamentos totais durante o teste experimental. (D) indice de reconhecimento
(%) no teste. Os dados sdo expressos como média + EPM. * p <0,05 vs. grupo
DP / AP e # p <0,05 vs. grupo DP / AE (andlise de variancia de duas vias
seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls). ** P <0,05 versus nivel de
chance (50% do tempo gasto explorando o novo objeto no teste). Efeito do fator
dieta a (p <0,05; analise de variancia de duas vias). DP (dieta padrio); DH
(dieta hipercolesterolémica); AP (ambiente padrdo); AE (ambiente enriquecido).

5.4 Analises bioquimicas

A massa corporal dos animais aumentou significativamente
entre 0s grupos experimentais ao longo do estudo, embora a massa
corporal dos camundongos tratados com DH tenha aumentado a uma
taxa significativamente maior do que nos camundongos alimentados
com DP (Fig. 12a). Isso fica mais claro quando se compara a variacdo
da massa corporal (Fig. 12b). A ANOVA de duas vias com medidas
repetidas indicou efeitos significativos para o fator dieta [F (1, 30) =
5,95, p <0,05], para o fator repeticdo [F (8, 240) = 56,08, p <0,00005] e
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para a interacdo repeticdo*dieta [F (8, 240) = 5,29, p <0,0005] sobre
pessoa massa corporal (g). Além disso, a ANOVA de duas vias indicou
um efeito significativo para o fator dieta [F (1, 30) = 7,07, p <0,05] na
variagdo da massa corporal. No entanto, comparacdes post hoc
subsequentes ndo indicaram diferencas significativas entre os grupos.

Com relagdo a concentragdo de colesterol plasmatico, foi
observado um aumento significativo (i) em camundongos tratados com
DH em comparagdo com camundongos expostos a DP (P <0,005) e (ii)
em camundongos tratados com DH expostos ao AE em comparagao ao
DP+AE (P <0,005) (Fig. 12c). A ANOVA de duas vias indicou um
efeito significativo para o fator dieta [F (1, 30) = 29,02, p <0,00005]
com relacdo a concentracdo plasmatica de colesterol total.

Além disso, foi observado um aumento significativo na
concentracao de glicose no sangue de (i) camundongos tratados com DH
em comparagdo com camundongos tratados com DP aos 15, 30 e 60
minutos apds a administracdo de glicose (P <0,05) e (ii) camundongos
tratados com DH+AE em compara¢do com camundongos tratados com
DP expostos ao AE, 30 min apds a administracdo de glicose (P <0,005).
Além disso, verificou-se que o AE foi capaz de prevenir o aumento na
concentracdo de glicose induzida pela DH aos 30 minutos apés a
administragdo de glicose (P <0,005) (Fig. 12d). A ANOVA de duas vias
com medidas repetidas indicou efeitos significativos para o fator dieta
[F (1, 30) = 18,68, p <0,0005], fator repeticdo [F (4, 120) = 98,54, p
<0,00005], interacdo entre repeticdo*dieta [F (4, 120) = 14,01, p
<0,0005], e interacdo dieta*ambiente*repeticdo [F (4, 120) = 3,24, p
<0,05] na concentracdo plasmatica de glicose (mg / dL). Além disso, foi
calculada a soma de todos os pontos. Neste sentido, foi observado um
aumento significativo em camundongos tratados com DH em
comparagdo com camundongos tratados com DP e expostos ao AP (P
<0,005). O AE foi capaz de prevenir a intolerancia a glicose induzida
pela DH (P <0,05) (Fig. 12e). A ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo para o fator dieta [F (1, 30) = 18,68, p <0,0005].
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Figura 12: Andlises bioquimicas. (A) Evolugao do ganho de massa corporal (g)
ao longo do tempo. (B) Variagdo da massa corporal. (C) Concentragdo de
colesterol plasmatico (mg / dl). (D) Teste de tolerancia a glicose. (E) Soma de
todos os pontos derivada dos dados do gréafico D. Os dados sdo expressos como
média + EPM. Efeito da dieta o (p <0,05; analise de varidncia de duas vias). * p
<0,05 vs. grupo DP / AP; # p <0,05 vs. grupo DP / AE e & p <0,05 vs. grupo
DH / AE (andlise de variancia de duas vias, com medidas repetidas quando
apropriado, seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls). DP (dieta padrdo);
DH (dieta hipercolesterolémica); AP (ambiente padrdo); AE (ambiente
enriquecido).

5.5 Analises Neuroquimicas

Observou-se uma diminuicao significativa nos niveis de BDNF
no hipocampo de camundongos (i) tratados com DH em comparagao
com camundongos tratados com DP (P <0,05) e (ii) de camundongos
tratados com DH expostos ao AE em compara¢do aos camundongos
tratados com DP e expostos ao AE (P <0,05) (Fig. 13a). A ANOVA de
duas vias indicou um efeito significativo para o fator dieta [F (1, 30) =
10,63, p <0,005]. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre
0s grupos em relacdo aos niveis de BDNF no cortex pré-frontal (Fig.
13h).
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Além disso, observou-se uma diminuicdo significativa nos
niveis de IL-6 no hipocampo de camundongos (i) tratados com DH em
comparagdo com camundongos tratados com DP (P <0,005) e (ii)
tratados com DH expostos ao AE em compara¢do com camundongos
expostos ao AE tratados com DP (P <0,05) (Fig. 13c). A ANOVA de
duas vias indicou um efeito significativo para o fator dieta [F (1, 30) =
18,50, p <0,0005] nos niveis de IL-6 no hipocampo. Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os grupos em relacéo aos niveis de IL-6
no cortex pré-frontal (Fig. 13d).
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Figura 13: Analises neuroquimicas. (A) niveis de BDNF no hipocampo. (B)
niveis de BDNF no cortex pré-frontal. (C) niveis de IL-6 no hipocampo. (D)
niveis de IL-6 no cortex pré-frontal. Os dados sdo expressos como média +
EPM. * p <0,05 vs grupo DP / AP e # p <0,05 vs. grupo DP / AE (analise de
variancia de duas vias, seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls). Efeito
dietético a (p <0,05; analise de varidncia de duas vias). DP (dieta padrdo); DH
(dieta hipercolesterolémica); AP (ambiente padrdo); AE (ambiente enriquecido).
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6 DISCUSSAO

H& muito tempo o consumo de dietas hiperlipidicas e
hipercal6ricas vem sendo associado ao desenvolvimento de obesidade,
diabetes e doengas cardiovasculares (LOVEJOY, 2002; NELSON,
2013). Na ultima década, no entanto, tem se observado um crescente
interesse cientifico acerca dos efeitos da nutricdo sobre a fungdo
encefdlica (FREEMAN et al., 2014). A alimentacio cronica rica em
gorduras (pelo menos 20% do peso em dietas com alto teor de gordura
em comparacdo com 5% na racdo padrdo de laboratério) tem sido
associada ao desenvolvimento de prejuizos cognitivos em roedores
(CORDNER; TAMASHIRO, 2015). Além disso, ha evidéncias de que
condicbes de vida empobrecidas também podem afetar o
comportamento do animal, levando a prejuizos cognitivos paralelos a
mudangas anatémicas e moleculares no encéfalo (NARDUCCI et al.,
2018). E importante notar que, em humanos, a dieta inadequada e a
inatividade fisica frequentemente coexistem (AL-NAKEEB et al.,
2012). Portanto, poder-se-ia supor um efeito sinérgico da nutricdo rica
em gordura e 0 empobrecimento ambiental no desempenho cognitivo.
Sendo assim, o AE poderia mitigar os impactos negativos da negligéncia
alimentar nas fung6es encefalicas (WINOCUR; GREENWOOD, 1999).

Portanto, o presente estudo buscou investigar os desfechos
comportamentais, metabolicos e neuroquimicos do AE em
camundongos alimentados com uma DH (20% de gordura e 1,5% de
colesterol). Nas condi¢cBes de AE, os camundongos sdo mantidos em
gaiolas maiores com uma combinacdo de diferentes objetos (por
exemplo, brinquedos, rodas de corrida) e estimulagdo social,
proporcionando assim mais estimulos fisicos e neurolégicos em
comparacdo com condigfes laboratoriais padrdo (SIMPSON; KELLY,
2011; VAN PRAAG; KEMPERMANN; GAGE, 2000). Numerosos
estudos clinicos e experimentais demonstraram que muitos fatores
ambientais podem afetar tanto as funcdes fisiologicas do sistema
nervoso central quanto sua capacidade de neutralizar alteragdes
patolégicas. Tem sido demonstrado que a experiéncia molda nossos
circuitos neurais, tornando-os mais funcionais, mantendo-os “jovens”
(MANDOLESI et al., 2017). As alteracdes observadas ap6s o AE sdo
frequentemente descritas como dependentes da experiéncia, indicando
que resultam da interacdo ativa entre o animal e as possibilidades
disponiveis no ambiente. Segundo Stern (STERN, 2002, 2009), dois
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tipos de reservas encefélicas sdo reconhecidos: reserva encefélica e
reserva cognitiva. A reserva encefélica baseia-se no potencial protetor
das caracteristicas anatdmicas, como tamanho do encéfalo, densidade
neuronal e conectividade sinaptica. Em contraste, a reserva cognitiva
postula as diferengas nos processos cognitivos como uma fungdo das
atividades intelectuais ao longo da vida e outros fatores ambientais, que
explicam a relagdo ndo-linear entre a gravidade do dano cerebral dos
pacientes e os sintomas clinicos correspondentes. A reserva cognitiva
sugere que o encéfalo lida ativamente com danos encefalicos usando os
processos cognitivos  pré-existentes ou recrutando mecanismos
compensatdrios. Assim, a reserva cognitiva representa uma reserva
funcional porque tem como base a eficiéncia dos circuitos neurais
(MANDOLESI et al., 2017; STERN, 2009). No entanto, 0 mecanismo
detalhado de como o AE reverteu 0s prejuizos cognitivos induzidos por
dieta hipercolesterolémica ndo foi totalmente determinado em nosso
estudo. Podemos apenas especular sobre a conexao entre os efeitos do
AE na reserva cognitiva (como descrito acima), ou os efeitos do AE na
intolerancia a glicose e seus efeitos sobre a cognigéo.

Nossas analises estatisticas indicaram um efeito significativo
para o fator dieta acerca do tempo gasto no centro do campo aberto. Por
outro lado, as andlises estatisticas também indicaram um efeito
significativo para o fator dieta no total de cruzamentos no campo aberto.
A esse respeito, nossas medidas de comportamentos relacionados a
ansiedade no campo aberto ndo podem ser adequadamente dissociadas
de simples mudancas na atividade locomotora (ou seja, hiperatividade
apresentada pelos camundongos tratados com DH), o que pode
confundir a interpretacdo dos presentes resultados. Portanto, é dificil
determinar se as mudancas na exploracdo da area central refletem a
modulacdo desses comportamentos tipo-ansioso ou de alguma outra
consequéncia comportamental ndo especifica, como a excitacdo geral ou
uma maior motivagdo para explorar. Sabe-se que camundongos nocaute
para o receptor LDL apresentam uma hiperlocomogdo em testes como
campo aberto, por exemplo. Elder e colaboradores (ELDER et al., 2008)
mostraram que camundongos LDL-/- apresentaram mais tempo em
movimento e maior distancia percorrida em dois dias de teste no campo
aberto. Em outro estudo, a cafeina foi capaz de mitigar os efeitos de
hiperlocomogdo em camundongos LDL-/- de meia-idade, mas ndo em
camundongos jovens (SZCZEPANIK et al., 2016). Vale ressaltar que
nOSSO grupo, previamente, mostrou que o comprometimento cognitivo
em camundongos hipercolesterolémicos (camundongos Swiss machos;
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1,25% colesterol por 8 semanas) ndo esta relacionado com alteracdes
locomotoras ou comportamento emocional (MOREIRA et al., 2014).

Os resultados também demonstram que o AE, quando iniciado
guatro semanas ap0s o inicio da DH em camundongos, impediu o
comprometimento da memoria espacial e do reconhecimento de objetos
induzidos pela DH, que foram testados no teste de labirinto em T e no
de reconhecimento de objetos. O teste de memoria espacial do labirinto
em T é altamente validado e depende da funcdo do hipocampo
(SANTOS et al., 2017; SIMPSON; KELLY, 2011), enquanto a memoria
de reconhecimento é amplamente dependente do cdrtex perirrinal, mas
com um componente hipocampal (KIM et al., 2016). A relagdo dos
prejuizos cognitivos com dietas j& vem sendo estudada h& bastante
tempo, sendo que diferentes estratégias para induzir o consumo
excessivo de gorduras sdo utilizadas com sucesso em relagcdo aos danos
cognitivos, desde dietas a base de banhas (GREENWOOD; WINOCUR,
1990) até dietas especificamente enriquecidas com colesterol
(KHORRAMI et al., 2015). Com relagdo aos mecanismos
neurobiolégicos subjacentes associados aos efeitos de uma dieta rica em
gordura no hipocampo, os resultados variam desde influéncias negativas
no comprimento de neurdnios da prole de ratas alimentadas com dieta
45% de gorduras (JANTHAKHIN et al., 2017) até reduces
significativas de neurotransmissores como GABA em regides do cortex
frontal e hipocampo (SANDOVAL-SALAZAR et al.,, 2016). Além
disso, um corpo crescente de evidéncias aponta para um papel de
desregulacdo da via de sinalizagdo da insulina e hiperlipidemia
(STRANAHAN et al., 2008), inflamacdo encefalica (SPENCER et al.,
2017) e plasticidade neuronal prejudicada (MOLTENI et al., 2002).

Aqui, observa-se que a DH foi associada a uma diminuicéo
especifica nos niveis de BDNF no hipocampo de camundongos. Em um
estudo anterior, Park e colaboradores (PARK et al., 2010) mostraram
que o comprometimento da neurogénese hipocampal induzido por HFD
¢ mediado, pelo menos em parte, pela diminuicdo da producdo de
BDNF. Stranahan e colegas (STRANAHAN et al., 2008) apresentaram
evidéncias de que a HFD reduz a densidade de espinhos dendriticos e 0s
niveis de sinaptofisina, um marcador sinaptico, no hipocampo. Além
disso, Molteni e colaboradores (MOLTENI et al., 2002) mostraram que
as diminui¢Ges induzidas pela HFD na expresséo do BDNF no
hipocampo foram paralelas por reducdes nas moléculas envolvidas com
0 crescimento neuronal e a funcédo sindptica. De acordo com 0S N0SS0S
dados, Molteni e colegas (MOLTENI et al., 2002) observaram uma
associacao entre o consumo de HFD e reduges na expressdo de mMRNA
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do BDNF no hipocampo, mas ndo no cortex. De acordo com
Pugazhenthi e colaboradores (PUGAZHENTHI et al., 2006), os
produtos de peroxidacdo lipidica diminuem a atividade promotora do
BDNF dependente de CREB em neur6nios do hipocampo de ratos. Vale
ressaltar que espécies reativas de oxigénio (EROs) podem iniciar vias
pré-inflamatorias (LIU et al., 2017), perpetuando ainda mais o ambiente
deletério para populagGes neuronais vulneraveis. Portanto, pode-se
apontar para o estresse oxidativo como o desencadeador das alteragdes
neurogquimicas observadas apds exposicdo a dieta hiperlipidica. Por
outro lado, o AE é conhecido por aumentar a neurogénese do hipocampo
e resultar em um aumento no nimero de sinapses por neurdnio (HU et
al., 2010). Especificamente, aumentando os estimulos sociais e
sensoriais, 0 AE melhora a conectividade funcional e a plasticidade
encefdlica (BAYAT; DAVOOD; HAGHANI, 2015). Os mecanismos
moleculares subjacentes resultantes da exposi¢do ao AE sdo atribuidos,
pelo menos em parte, ao papel das neurotrofinas, como o BDNF
(VAZQUEZ-SANROMAN et al, 2013). O BDNF e as outras
neurotrofinas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmético, como pré-
pré-neurotrofinas. O Pré-pro-BDNF é entdo convertido em pr6-BDNF
pela remocdo de um peptideo sinalizador e posteriormente clivado para
gerar a forma madura da neurotrofina (LEAL; BRAMHAM; DUARTE,
2017). Em um estudo com camundongos knockdown para BDNF,
Novkovic e colaboradores (NOVKOVIC; MITTMANN; MANAHAN-
VAUGHAN, 2015) mostraram que o AE, por um periodo de 4 semanas,
foi suficiente para aumentar os niveis de BDNF, mas ndo os de pro-
BDNF. Entretanto, neste estudo os animais foram expostos ao AE com 3
semanas de idade, logo ap6s o desmame. Com isso, 0s pesquisadores
concluem que as alteracdes na expressdao do BDNF, como resultado do
AE, derivam do efeito direto na propria proteina, e ndo no seu precursor.
No entanto, no presente trabalho os resultados mostraram que o AE nédo
foi capaz de mitigar os efeitos da DH nos niveis de BDNF. Com relagédo
aos estudos que relataram aumento do BDNF apds o AE, pode-se
especular que o periodo de exposicdo ao AE, aqui empregado, foi
insuficiente, uma vez que os animais ja haviam sido expostos a dieta
quatro semanas antes. A este respeito, Molteni e colegas (MOLTENI et
al., 2004) mostraram que 0 exercicio neutralizou completamente a
reducdo nos niveis de proteinas do BDNF do hipocampo produzidas por
uma HFD (oito semanas de exposi¢do). No entanto, em seu estudo,
exercicio e dieta comecaram concomitantemente. Por outro lado,
Gualtieri e colegas (GUALTIERI et al., 2017) ndo observaram nenhum
efeito na imunorreatividade do BDNF apds oito dias de exposi¢do ao
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AE. Além disso, Stein e colaboradores (STEIN et al.,, 2016) nédo
encontraram nenhuma alteragdo significativa nos niveis de BDNF apds
trés semanas de exposicdo ao AE (trés horas de exposicdo por dia).
Portanto, pode-se especular que camundongos mantidos sob dietas ricas
em gordura podem exigir periodos mais longos de AE para aumentar a
expressdo do BDNF. Um dos mecanismos neurobiol6gicos conhecidos
para a modulacdo de BDNF, é por sua interacdo com os receptores de
adenosina. A adenosina € um neuromodulador e regulador na
homeostase do encéfalo e seus efeitos sdo mediados por 4 receptores:
Al, A2a, A2b E A3 (TEBANO et al., 2010). Em um estudo de 2012,
Vicente e colaboradores mostraram uma possivel relagdo entre BDNF e
IL-6 através da modulagdo de receptores Al. Dois anos mais tarde, o
mesmo grupo avaliou o comportamento da IL-6 e BDNF através da acdo
de receptores Al e A2a com tratamentos em diferentes intervalos de
tempo (45min, 24h e 48h). Os autores propdem uma inter-relacdo entre
IL-6 e BDNF, onde o aumento de BDNF coincide com a presenca
extracelular de 1L-6 e que o BDNF libera IL-6, ao passo que a IL-6
modula os niveis de BDNF por meio da regulacdo da expressdo de
receptores de adenosina Al e A2a (PERIGOLO-VICENTE et al., 2014;
PERIGOLO-VICENTE et al., 2012).

Os prejuizos neurais induzidos por dieta rica em gorduras, estdo
geralmente associados a um aumento nas citocinas inflamatérias,
incluindo IL-1, IL-6 e TNF-a (DUTHEIL et al., 2016). A IL-6 esta
fortemente associada com estados inflamatérios crénicos, incluindo
inflamac&o de baixo grau associada a obesidade e diabetes mellitus tipo
2 (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). Curiosamente, a IL-6
plasmatica aumenta dramaticamente durante o exercicio (por exemplo,
em roda de corrida) durante a contragdo muscular (BENRICK;
WALLENIUS; ASTERHOLM, 2012). De fato, Steensberg et al.
(STEENSBERG et al., 2000) descreveram um aumento na liberacéo de
IL-6 durante o exercicio em misculos esqueléticos em humanos. Este
achado levou recentemente varios autores a sugerir que a IL-6 trabalha
de maneira semelhante a liberacdo hormonal durante o exercicio e que
ela pode desempenhar um papel fundamental na regulacdo da
homeostase da glicose e lipdlise do tecido adiposo (STEENSBERG et
al., 2000). No entanto, nossos dados mostram que DH diminuiu
significativamente a expressdo de IL-6 no hipocampo dos camundongos.
A este respeito, embora a IL-6 seja principalmente considerada uma
citocina pré-inflamatoria, propriedades de sinalizacdo alternativas da IL-
6 também podem induzir efeitos anti-inflamatérios (sinalizacdo classica
ao invés de trans-sinalizacdo da IL-6), tornando a IL-6 uma citocina
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pleiotropica (SCHELLER et al., 2011). Em condicdes fisiologicas, a IL-
6 tem um papel notério durante a neurogénese adulta, plasticidade
neural, potenciacdo de longo prazo e memoria (EYRE; BAUNE, 2012).
Em 2011, Kellie e colaboradores (KELLIE K. BOWEN, 2011)
mostraram que camundongos nocaute para a IL-6 apresentaram
neurogénese reduzida no hipocampo e zona subventricular, sendo que 0s
pesquisadores também concluem que citocinas, como a IL-6, podem ser
essenciais em niveis fisioldgicos para a manuten¢do da neurogénese no
cérebro do roedor adulto. Ja em 2013, Gallagher e colaboradores
(GALLAGHER et al., 2013) mostraram que a IL-6 materna é um
requisito essencial para o desenvolvimento apropriado do pool de
células-tronco neurais no sistema prosencefalico e olfativo na fase
adulta, com uma auto-renovacdo de células-tronco neurais dependente
da sinalizacdo de IL-6. Além disso, a IL-6 pode exercer agdes
completamente opostas desencadeando a sobrevivéncia neuronal apds
lesdo ou produzindo degeneracdo neuronal e morte celular em distdrbios
neurodegenerativos (GADIENT, 1997). Por exemplo, Bassett e
colaboradores (BASSETT; BACH; CHAN, 2012) demonstraram que 0
neurotoxicante metilmercirio (MeHg) diminuiu a secrecdo de IL-6 em
culturas de microgliais / astrdcitos sem afetar a secrecdo de IL-1Ra,
TNF-oo e IL-1B. Além disso, Macedo-Junior e colaboradores
(MACEDO-JUNIOR et al., 2017) observaram uma diminuicio nos
niveis de IL-6 no cerebelo apds o tratamento com MeHg. Ainda nao esta
claro se um nivel elevado de IL-6 pode melhorar significativamente a
memoria e 0s processos de aprendizagem através de seus efeitos por
mecanismos nas sinapses do hipocampo. Embora a IL-6 seja um agente
importante no SNC, como uma citocina inflamatéria, seus efeitos nem
sempre sdo benéficos e podem, eventualmente, contribuir para doencas
neuroimunes (HEESE, 2017). Com base nos efeitos duais da IL-6 no
SNC, ndo é possivel concluir se a reducdo observada nos niveis de IL-6
no hipocampo apresenta consequéncias benéficas ou deletérias nos
camundongos expostos a DH. Entretanto, em nosso protocolo
experimental, o AE foi incapaz de mitigar os efeitos da DH nos niveis
de IL-6. Por exemplo, Jurgens e Johnson (JURGENS; JOHNSON,
2012) avaliaram se a exposicdo continua a longo prazo ao AE (ou seja,
quatro meses) poderia prevenir e/ou atenuar os efeitos negativos da
infeccdo por influenza no hipocampo e na cognicdo espacial. Os
pesquisadores mostraram que 0 AE mitigou as alteracGes induzidas pela
infeccdo por influenza na expressdo hipocampal de fatores inflamatorios
e imunomoduladores (i.e., aumento da expressdo de IL-1f, IL-6, TNF-a
e IFN-a no hipocampo de camundongos em ambiente padrdo). Assim,
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com base em todas as evidéncias apresentadas acima, e levando em
consideragdo que 0s animais ja estavam expostos @ DH um més antes do
inicio da exposicdo ao AE, pode-se especular que essas quatro semanas
de exposicdo ao AE foram insuficientes para compensar a cascata
deletéria induzida pela dieta rica em gordura. Em outras palavras, isso
pode refletir um fenémeno subjacente pelo qual a progresséo da doenga
induzida pela dieta rica em gordura estd associada a estimulos nocivos
cronicos e / ou escalonantes que esgotam 0s mecanismos
neuroprotetores do AE.

De acordo com a analise metabdlica, foi observado um aumento
na massa corporal, intolerancia a glicose e hipercolesterolemia nos
camundongos tratados com DH. Curiosamente, o AE ndo afetou o
ganho de peso induzido por DH ou hipercolesterolemia, mas atenuou a
intolerancia a glicose. Os resultados estdo de acordo com o estudo de
Maesako et al. (MAESAKO et al.,, 2012), que demonstrou que o0
exercicio voluntario ndo melhora a hiperinsulinemia induzida por dieta
ou hipercolesterolemia, mas atenua a intolerancia a glicose, bem como o
comprometimento cognitivo. Assim, pode-se supor uma conexao entre
os efeitos de uma HFD no metabolismo energético e seus efeitos sobre a
cognicdo (CORDNER; TAMASHIRO, 2015). A esse respeito, alguns
estudos indicaram comprometimento cognitivo em individuos néo
diabéticos com formas leves de intolerdncia a glicose (KAPLAN;
GREENWOOD; WINOCUR, 1999; VANHANEN et al., 1997). Além
disso, Convit e colegas (CONVIT et al., 2003) identificaram que entre
individuos normais ndo diabéticos de meia-idade e idosos, aqueles com
pior regulacdo da glicose periférica eram mais propensos a ter menor
desempenho de memoria e menores volumes hipocampais ajustados ao
tamanho da cabeca. De fato, uma oferta adequada de glicose é um
determinante para atender as demandas metabdlicas dos processos
cognitivos (MCNAY et al., 2002), e a ingestdo cal6rica excessiva €
prejudicial a plasticidade neuronal (MOLTENI et al., 2002). Por outro
lado, 0 aumento do gasto energético através da corrida em roda aumenta
a neurogénese do hipocampo, a plasticidade sinaptica e o aprendizado
(PRAAG et al., 1999). Cao e colegas (CAO et al., 2011) relataram que
camundongos em um AE sdo mais resistentes a obesidade induzida por
dieta, em parte, através do escurecimento do tecido adiposo branco.
Além disso, Wei e colaboradores (WEI et al., 2015) mostraram que 0
AE em mdes foi associado a melhoria da satde geral, como reducédo do
acimulo de gordura, aumento dos parametros metabolicos e reducdo da
intolerancia a glicose e aumentos da sensibilidade a insulina em seus
filhos. Apesar dos estudos acima mencionados, nosso resultado €
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intrigante na medida em que uma intervencdo de AE bastante leve por
apenas quatro semanas atenuou o declinio cognitivo induzido pela DH
em camundongos. No entanto, o mecanismo detalhado de como AE
melhorou o déficit de memdria induzido pela DH ndo foi totalmente
determinado no presente estudo. Pode-se especular sobre a conexdo
entre os efeitos do AE na intolerancia a glicose e seus efeitos sobre a
cognicdo. Além disso, a extensdo em que a estimulacdo fisica ou
intelectual do AE sdo os principais contribuintes para o resultado
positivo mostrado aqui permanece controversa porque o AE possuia
apenas uma roda de corrida por caixa. Faherty e colegas (FAHERTY;
KERLEY:; JAY, 2003) sugeriram que o AE é mais eficaz para facilitar
as alteragdes neurais do que o exercicio sozinho, enquanto Lambert e
colegas (LAMBERT; FERNANDEZ; FRICK, 2005) sugeriram que 0
exercicio, mas ndo a estimulagdo cognitiva, melhora a memoria espacial.

Em geral, os resultados mostraram que a disfuncdo cognitiva
induzida por DH foi associada a intolerancia a glicose e diminui¢do dos
niveis de BDNF e IL-6 no hipocampo. Curiosamente, Krabble e colegas
(KRABBE; NIELSEN, 2007) mostraram que 0s niveis de BDNF no
plasma estavam inversamente associados com a glicemia em jejum em
individuos diabéticos. De fato, varios estudos apoiam a hipétese de que
0 BDNF desempenha um papel na resisténcia a insulina e no balango
energético (ONO et al., 1997; TONRA et al., 1999). Além disso, ha
evidéncias de um papel da IL-6 na regulacdo do metabolismo de energia
e glicose no nivel do SNC, a infusdo de insulina por via
intracerebroventricular mostrou aumento da expressdo de I1L-6 (ROH,;
SONG; KIM, 2016). A esse respeito, camundongos sem expressdo de
IL-6 desenvolvem ndo apenas obesidade tardia, mas também hepato-
esteatose, inflamacgdo do figado e prejuizos na sensibilidade a insulina
por todo o corpo. Camundongos nocaute para IL-6 apresentam uma
desregulacdo de genes associados ao ciclo do &cido tricarboxilico e
reducdo da expressdo dos complexos respiratérios Il, Il e IV
(subunidade 1) em rela¢do ao grupo controle quando alimentados com
uma dieta rica em gorduras. Juntos, esses dados sugerem que quando o
metabolismo desses camundongos sofrem prejuizos relacionados a dieta
rica em gorduras, a deficiéncia de IL-6 é associada a funcdo
mitocondrial alterada e resisténcia a insulina no figado, possivelmente
via eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (MATTHEWS et al.,
2010). Considerando os estudos que relatam que o comprometimento
cognitivo relacionado a HFD esta associado a sinalizacdo periférica e
central de insulina prejudicada (ARNOLD et al., 2014; JEON et al.,
2012), é importante avaliar os efeitos do AE no metabolismo da glicose
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encefalica e na sinalizacdo da insulina no encéfalo de camundongos
tratados com dietas contendo alto teor de gordura. No geral, enquanto os
resultados do presente estudo reforcam os efeitos positivos e
neuroprotetores do AE na cognigdo, eles ndo suportam um papel do AE
na prevencdo das alteracbes neurogquimicas induzidas pela DH.
Considerando que a maioria dos estudos que utilizam o AE inicia a
exposicdo antes ou junto com o insulto, e no presente estudo, a
estratégia terapéutica teve inicio apenas quatro semanas apds o inicio da
DH, destacamos a importdncia da estimulacdo fisica e intelectual
constante para melhorar a saide geral e a fungéo cognitiva.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que, por um periodo de quatro
semanas, 0 enriquecimento ambiental é capaz de reverter danos
cognitivos causados por uma dieta rica em gorduras e enriquecida com
colesterol em camundongos swiss machos e jovens. O AE foi capaz de
melhorar a sensibilidade & insulina mesmo ndo tendo revertido os
quadros de hipercolesterolemia induzidos pela dieta e nem apresentado
diferencas significativas nos pesos dos animais, provavelmente como
consequéncia de uma abordagem envolvendo atividade fisica, e néo
exercicio forgado. Além disso, o AE foi ndo foi capaz de atenuar a
diminuicdo dos niveis de BDNF e IL-6 induzidos pela dieta, indicando
que a reversdo dos danos cognitivos tem como provavel causa uma
melhora no metabolismo de glicose. E possivel que para se observar
uma melhora nos aspectos neuroquimicos avaliados no presente estudo,
sejam necessarias mais do que 4 semanas de exposi¢do ao AE. Também
pode-se especular que tais danos ndo seriam causados caso a exposi¢ao
ao AE acontecesse concomitantemente com o inicio da dieta.
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