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RESUMO

Diferentes tipos de dietas hipercaldricas e/ou a obesidade materna prejudicam a funcao
cognitiva da prole durante a vida adulta. No entanto, o efeito dessas dietas em fases
iniciais do desenvolvimento e 0s possiveis parametros neuroquimicos envolvidos ainda
ndo foram totalmente esclarecidos. E interessante mencionar que o envolvimento do
prejuizo da memodria episédica sobre uma refeicdo durante o periodo pos-prandial com o
tempo de saciedade e consequentemente com a obesidade ja foi analisado na fase adulta.
Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto da exposi¢cao precoce a dieta
hipercaldrica (dieta de cafeteria) sobre o desempenho cognitivo, 0 comportamento
alimentar e parametros bioquimicos no bulbo olfatério e no hipocampo de ratos Wistar no
periodo do desmame. Ratas prenhes foram randomizadas entre dieta padrdo e dieta de
cafeteria, as dietas foram mantidas durante o periodo de lactagdo e 0 peso corporal da
prole foi avaliado (DPN 2 e DPN 21). A avaliacdo do comportamento alimentar foi realizada
no DPN 20. Os niveis de BDNF, HDAC5, GFAP e NeuN (no bulbo olfatério) e de BDNF,
TrkB, HDACS5, NeuN, GFAP e PPARYy (no hipocampo) foram determinados por Western
blotting. A exposicao gestacional e lactacional a dieta de cafeteria reduziu o peso corporal
no DPN 2. A exposicao precoce a dieta de cafeteria aumentou o numero e reduziu o
intervalo entre as refeicdes (episodios de alimentacédo finalizados cada vez que o animal
permanece sem consumir por pelo menos 5 minutos), sem qualquer impacto sobre os
ataques individuais ao alimento (bouts), em ambos os sexos, 0 que sugere o impacto sobre
a memoria episodica de uma refeicdo no DPN 20. Adicionalmente, induziu um maior
consumo total de alimentos, sem alterar o peso corporal da prole. A exposi¢éao gestacional
e lactacional a dieta de cafeteria reduziu o conteddo de BDNF em ambos 0s sexos, e
houve interacdo entre os fatores sexo e dieta nos niveis de HDAC5 no bulbo olfatorio.
Enquanto que, no hipocampo, a dieta reduziu o conteudo de GFAP, BDNF, PPARYy e
aumentou os niveis de TrkB e HDACS5. Nossos dados sugerem que a exposicao
gestacional e lactacional a dieta hipercalorica altera precocemente a memoria episodica da
refeicdo precedendo alteracbes na massa corporal e que as alteragcbes da sinalizacao do
BDNF e de marcador astrocitario podem ser, pelo menos em parte, 0S mecanismos
responsaveis.

Palavras-chave: Dieta hipercalorica, Efeito materno, Meméria sobre a refeicdo, BDNF,
Astrocito, Barreira hematoencefalica



ABSTRACT

Different types of high caloric diets and/or maternal obesity impair cognitive function in the
offspring at adulthood. However, the effect of these diets on early stages of development
and the possible neurochemical parameters involved remains unclear. Interestingly, it has
been suggested that memory of a meal impairments during the postprandial period can be
involved with satiety time, and consequent obesity in adulthood. Considering that, the aim
of this work was to evaluate the impact of early exposure to hypercaloric diet (cafeteria diet)
on cognitive performance, eating behavior and biochemical parameters in olfactory bulb
and hippocampus of Wistar rats. Pregnant female rats were randomized between standard
and cafeteria diet. The respective diet was maintained through the lactational period. The
body weight was also evaluated (PND 2 and PND 21). The feeding pattern was observed in
PND 20. The content of BDNF, HDAC5, GFAP and NeuN in the olfactory bulb and BDNF,
TrkB, HDACS5, NeuN, GFAP and PPARYy in the hippocampus was determined by Western
blotting. Gestational and lactational exposure to cafeteria diet reduced the body weight in
PND 2. Evaluation of the feeding pattern indicate that the early exposure to cafeteria diet
increased the number of meals (feeding episodes finalized each time the animal remains
unconsumed for at least 5 minutes), associated with a lower first inter-meal interval in both
gender. Consequently, the total food consumption was affected as well, which can suggest
the impact on episodic memory of a meal in PND 20, without any impact on body weight.
Gestational and lactational exposure to the cafeteria diet reduced the BDNF content in both
genders, and there was interaction between the factors gender and diet in HDACS levels in
the olfactory bulb. Specifically in the hippocampus, the cafeteria diet exposure reduced the
content of GFAP, BDNF, PPARy and increased levels of TrkB and HDAC5. Our data
suggest that gestational and lactational exposure to hypercaloric diet impairs the episodic
memory of a meal before changes in body mass and that changes in BDNF signaling and
astrocytic marker may be, at least in part, the responsible mechanisms.

Keywords: Hypercaloric diet, Maternal effect, Memory of a meal, BDNF, Astrocyte,
Blood-brain barrier
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1. Introducéo

1.1. Justificativa

Em diferentes paises, observa-se o consumo predominante de uma dieta rica em
gorduras, acucares, alimentos refinados e ultra processados, bem como pobre em
carboidratos complexos e fibras, também conhecida como “dieta ocidental” (Francischi,
Pereira et al. 2000). Nesse cenério, € imprescindivel abordar o conceito de inseguranca
alimentar, o qual se refere a disponibilidade limitada de certos alimentos essenciais para
a obtencdo um estado nutricional adequado (Herman, Afulani et al. 2015). Escolhas
nutricionais inadequadas podem envolver a priorizacdo de alimentos mais palataveis em
detrimento de frutas e verduras ou também condi¢cbes de pobreza (Grutzmacher and
Gross 2011, Kakinami, Gauvin et al. 2014). No Brasil, admite-se que a inseguranca
alimentar esteja principalmente condicionada a falta de acesso por questées de precos
atrelados aos alimentos mais saudaveis (Nascimento and Andrade 2010), o que atinge
aproximadamente 30,2% da populacao (Bezerra, Olinda et al. 2017). Entretanto, além de
guestdes econbmicas, aspectos psicossociais, politicos, culturais e biolégicos complexos
estdo envolvidos; por exemplo: 0 uso excessivo de televisor e a utilizacdo continua de
veiculos para deslocamentos pequenos também sdo fatores ja correlacionados a
inseguranca alimentar e podem aumentar a incidéncia de obesidade (Ashe and Lapane
2018). Preocupantemente, um estudo global envolvendo 149 paises também expds a
associacdo entre inseguranca alimentar e prejuizos na saude mental em diferentes

grupos culturais e socioeconémicos (Jones 2017).

Entre criancas e adolescentes, sobretudo agueles que vivem em situagao de pobreza, a
inseguranca alimentar e a obesidade ndo sao necessariamente correlacionadas (Ashe
and Lapane 2018). Ja foi verificado inclusive uma reducé@o no peso de criangas inseridas
nessa situacao (Tanner 1962). Por sua vez, a situagéo de inseguranga alimentar na fase
gestacional, especialmente considerando a deficiéncia de vitaminas e minerais, é capaz
de impactar o crescimento e o desenvolvimento fetal, com consequéncias de curto e
longo prazo. E importante salientar que a obesidade, e seu consequente desequilibrio
nutricional, € a anormalidade mais comum durante a gestagéo (Sebire, Jolly et al. 2001).
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Em relacdo aos impactos de curto prazo associados a esse desequilibrio sobre os
bebés, encontram-se alteragcbes de tamanho e peso, anormalidades congénitas e
nascimento prematuro. A longo prazo, verifica-se maiores riscos de desenvolvimento de
sindrome metabdlica e obesidade (Heerwagen, Miller et al. 2010, Melzer and Schutz
2010). Nesse contexto, dados alarmantes dentre a populagdo americana, referentes a
um total de 75.403 nascimentos, indicaram prevaléncia de obesidade e sobrepeso pré-
gestacionais de 18,7% e de 23% respectivamente (Chu, Kim et al. 2007). No Reino
Unido também se observou uma alta prevaléncia, com aumento entre os anos 1990 e
2002/2004, periodo em que 18,9% das gravidas iniciaram a gestagcdo obesas
(Kanagalingam, Forouhi et al. 2005). No Brasil o estudo com maior abrangéncia € uma
coorte de 5314 gestantes em seis capitais, que indica a prevaléncia de sobrepeso e
obesidade de 19,2% e 5,5%, respectivamente (Nucci, Schmidt et al. 2001).

Embora a facilidade em obter alimentos altamente caldricos e palataveis seja um fator
permissivo crucial no desenvolvimento da obesidade em populacdes de inseguranca
alimentar, a sua presencga por si sO ndo explica o desenvolvimento de um balancgo
energético positivo crénico. Em outras palavras, ndo esta totalmente esclarecido o papel
da inseguranga alimentar no desenvolvimento da obesidade. Especula-se o
envolvimento da natureza hipercalérica de alimentos palataveis consumidos por
populacdes com baixa seguranga alimentar juntamente com limitacées de conhecimento,
tempo e recursos para o engajamento em uma rotina mais saudavel (Dhurandhar 2016).
A compreensdo de tais mecanismos € crucial para a realizacdo de intervencdes mais
eficazes e especificas, uma vez que no contexto mundial, aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas apresentam sobrepeso ou obesidade, com altos indices de prevaléncia em
paises ricos (Yach, Stuckler et al. 2006). Tais nimeros nunca se apresentaram em grau
epidémico como na atualidade (Figura 1).
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Prevalence:

Nonobese (BMI < 30.0)
@ Obese (BMI = 30.0)

Figura 1: Prevaléncia mundial da obesidade (WHO 2016)

Em relacdo aos indices nacionais, dados do Ministério da Saude apontam para uma
maior prevaléncia de obesidade entre as mulheres (70% dos individuos obesos) (Nicklas,
Rogus et al. 1997). Na Regido Sul, 34% dos homens e 43% das mulheres apresentam
algum grau de excesso de peso, totalizando aproximadamente 5 milhdes de adultos
(Pinheiro, Freitas et al. 2004). De acordo com o estudo realizado por Wang e
colaboradores, em paises com diferentes estagios de desenvolvimento socioeconémico
revelou-se um aumento significativo na prevaléncia de sobrepeso entre criangas e
adolescentes nas ultimas décadas. Entre os adolescentes, foram observados incrementos
de magnitude importante: 62% nos Estados Unidos (de 16,8% para 27,3% da populacao)
e 240% no Brasil (de 3,7% para 12,6%) (Wang, Monteiro et al. 2002).

E interessante mencionar que a hereditariedade da obesidade no é superior a 33%, 0
que permite inferir que 66% da variacdo do indice de massa corpoérea é determinada por
fatores ambientais (Stunkard, Pefia et al. 2000). Algumas alteragdes endocrinas podem
conduzir a obesidade, como hipotireoidismo, disfun¢des hipotalamicas, alteracdes nos
niveis de glicocorticoides, hipogonadismo, ovariectomia e sindrome do ovario policistico.
Entretanto, estas causas representam menos de 1% dos casos de excesso de peso (Jebb
1997). Condicdes psicolégicas também estdo associadas ao ganho de peso, como



13

estresse, ansiedade e depressao, influenciando principalmente o comportamento
alimentar (Stunkard and Wadden 1992).

1.2. Modelo de dieta de cafeteria

Para possibilitar a analise das repercussdes fisioldgicas da ingestdo de dieta
hipercaldrica, modelos animais sdo frequentemente utilizados. Neste contexto, o modelo
de dieta de cafeteria, rica em sédio e gordura saturada e pobre em fibras, mimetiza o
padrdao alimentar de muitos paises, o qual associa-se com a epidemia de obesidade
(Shafat, Murray et al. 2009). Trata-se de um modelo de dieta altamente palatavel capaz
de mimetizar o estilo “fastfood”, constituida de alimentos de consumo humano
enriguecidos com acucares refinados e acidos graxos saturados, ambos em proporgdes
acima da composicado da racdo padrdo normalmente oferecida a animais de laboratorio
(Dietrich, Muller et al. 2007, Lindgvist, Baelemans et al. 2008, Nascimento, Sugizaki et al.
2008).

Animais tratados com dieta de cafeteria, quando comparados aos que recebem dieta
padrdo, apresentam significativo aumento no consumo alimentar, no ganho de peso e
estoque de tecido adiposo, além de poderem apresentar hiperleptinemia, hiperglicemia e
hiperinsulinemia (Boqu, eacute et al. 2009). O incremento de peso corporal total induzido
pela dieta chega a aproximadamente 30-40% ao final de 12 semanas (Al-Awwadi, Bornet
et al. 2004) e a manutencdo da dieta por um longo periodo faz com que o0s animais
venham a desenvolver, além da obesidade visceral, elevacdo da pressdo arterial
(Chrysant 2019). Estudos prévios verificaram que a simples introducdo da dieta de
cafeteria, mesmo sem alteragdo no peso corporal, determina alteracdes no metabolismo
glicidico, lipidico e na funcédo endotelial (Naderali, Pickavance et al. 2001). A aplicacéo
do modelo em ratas prenhes, por sua vez, produz um quadro semelhante ao diabetes
gestacional com diminuicdo da responsividade a agentes vasodilatadores (Holemans,
Caluwaerts et al. 2004).
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1.3 Regulagao do comportamento alimentar

Em parte, o comportamento alimentar é determinado por um componente homeostatico,
onde se inserem horménios intestinais como por exemplo: a grelina, secretada por células
da mucosa gastrica, capaz de estimular o apetite e a motilidade local (Konturek, Konturek
et al. 2004); a insulina, que reduz a glicemia e estimula o apetite; e a leptina, produzida
pelo tecido adiposo branco, relacionada com a sensacédo de saciedade (Woods, Seeley et
al. 1998). Neurbnios hipotalamicos capazes de expressar sinais orexigenos e
anorexigenos interagem com os principais sinais periféricos mencionados, promovendo a
regulacdo do controle alimentar e do gasto energético (Sainsbury, Cooney et al. 2002). O
componente hedbnico, por sua vez, também exerce influéncia mas esta relacionado ao
prazer da alimentagdo, afetando mecanismos neurais associados ao sistema de
recompensa, facilitando a perpetuacdo do comportamento de ingesta (Murray, Tulloch et
al. 2014). Faz parte do componente hedbnico a sinalizagcdo sensorial, incluindo o
componente olfativo (Rolls 2012). Além destes, outro estimulante da ingestdo alimentar é

a prépria rotina de alimentagcéo e o consequente condicionamento (Figura 2).

Componentes do Comportamento Alimentar

Processos Condicionamento Processamento Figura 2: Modelo de com ponentes
metabolicos e Cognigdo sensorial . R
\ do comportamento alimentar. Trés
fatores principais sdo definidos:
metabolicos, cognitivos e
sensoriais (conectados com vias

de recompensa e

1
ENERGIA

condicionamento). Adaptado
(Blundell, de Graaf et al. 2010).

Padrao Nutricional

Roedores, no caso, tém potencializagdo da ingestdo pelo fator condicionamento, o que
pode ser exemplificado pela seguinte situacdo: ratos treinados para associar determinado
sinal com o0 consumo de alimentos numa situacdo de fome consumirdo,
subsequentemente, uma quantidade maior que a necessaria quando esse sinal for
apresentado numa situacdo de saciedade (Weingarten 1983). Entretanto, lesdes na
amigdala basolateral (Holland, Hatfield et al. 2001, Holland, Petrovich et al. 2002) ou no
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cortex pré-frontal medial (Petrovich, Ross et al. 2007) anulam este efeito. Os achados
sugerem que estas areas modulem o efeito do condicionamento alimentar na formacéo do
intervalo poés-prandial (Parent, Darling et al. 2014). O Hipocampo, especialmente
envolvido com a formagdo de memorias aversivas e espaciais, também insere-se no
contexto alimentar, visto que abriga uma grande quantidade de receptores para
sinalizacdo pré-prandial e pos-prandial (Mercer, Hoggard et al. , Tirassa, Stenfors et al.
1998, Sebret, Léna et al. 1999). Além disso, envia projecdes ao hipotalamo, regido
cerebral mais tradicionalmente associada com a regulacédo da energia (Kishi, Tsumori et
al. 2000, Cenquizca and Swanson 2006), e ao nucleo accumbens (NAc), que também
influencia o comportamento alimentar (Brog, Salyapongse et al. 1993). Em concordancia,
humanos e roedores com prejuizo na funcéo hipocampal refletem prejuizos na habilidade
de identificar o estado de saciedade e fome (Hebben, Corkin et al. 1985, Higgs,
Williamson et al. 2008, Francis and Stevenson 2011), o que pode tanto contribuir para o
desenvolvimento da obesidade induzida pela dieta quanto para a manutencéo do estado
obeso (Kanoski and Davidson 2011). E valido mencionar ainda, considerando estudos
clinicos, que a percepcdo olfatéria também desempenha um papel de destaque nos
habitos alimentares de pacientes obesos (Stafford and Whittle 2015, Fernandez-Aranda,
Aguera et al. 2016). O bulbo olfatério é o primeiro local para o processamento olfativo e,
neste contexto, tal estrutura cerebral tem sido relacionada a memdria sobre estimulos
externos, como odores distintos (Cleland, Narla et al. 2009). Curiosamente, maior
sensibilidade olfativa foi correlacionada com adiposidade subcutanea (Hubert, Fabsitz et
al. 1980) e niveis séricos elevados de leptina em homens adultos (Karlsson, Lindroos et
al. 2002).

1.4 Impacto de dietas hipercaldricas sobre a memoria

Diferentes estudos sugerem que a consolidagdo da memoria € suscetivel aos efeitos das
dietas ricas em gordura e acucar (Kanoski and Davidson 2011). Nesse sentido, ratos
obesos expostos a gordura saturada e acUcares refinados revelaram déficits na
aquisicdo e retencdo da memoria espacial (Greenwood and Winocur 1990, Molteni,
Barnard et al. 2002, Granholm, Bimonte-Nelson et al. 2008, Kanoski and Davidson
2010). No estudo de Ross e colaboradores, ratos expostos a dieta de cafeteria por 4
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semanas ndo apresentaram o aumento da memdria induzido por excitagdo emocional,
diferente dos animais alimentados com dieta padrdo. Em outras palavras, é possivel que
a dieta de cafeteria também desencadeie alteracbes na capacidade de excitagdo
emocional, prejudicando a memadria. Os achados sugerem que dietas de alta energia
acentuam parametros como estresse e ansiedade (Ross, Darling et al. 2013), informacéo
reforcada por outros estudos em roedores expostos a dieta altamente energética, onde
foram apresentados niveis alterados de horménios como epinefrina e corticosterona
(Kaufman, Li et al. 1993, Legendre and Harris 2006, Cano, Cardinali et al. 2009). Em
concordancia, um estudo do nosso grupo de pesquisa verificou que a exposicao a dieta
de cafeteria por um periodo de seis semanas estd associada com estresse crbnico,
resultando em obesidade e hiperleptinemia (Macedo, Medeiros et al. 2012).
Aparentemente os efeitos de dietas hipercaldricas sobre parametros como estresse e
ansiedade sao fortemente dependentes do tempo de exposi¢cdo, uma vez que a curto
prazo a dieta de cafeteria foi capaz de induzir efeito ansiolitico mas a longo prazo tal
efeito foi perdido (Xu, Xu et al. 2018).

Contudo, os efeitos bioquimicos e comportamentais de curto prazo resultantes da
exposicdo a dieta hipercalérica nas fases gestacional e lactacional ainda sdo pouco
estudados, mesmo com a vasta literatura demonstrando que a exposicdo materna é
determinante em diferentes comportamentos da prole na fase adulta (Karbaschi,
Sadeghimahalli et al. 2016, Thompson, Cismowski et al. 2016). Considerando que em
modelos animais de dieta de cafeteria a exposi¢cdo gestacional, pré-gestacional e pos-
gestacional ndo foram capazes de gerar alteracdes significativas no peso da prole no dia
21 pés-natal, é possivel que esse seja um estagio de desenvolvimento util para a
identificagdo de possiveis mecanismos bioquimicos envolvidos nas alteracdes
comportamentais (por exemplo, déficits de memdria) antes da consolidagdo de um
estado de obesidade (Sanchez-Blanco, Amusquivar et al. 2016). Como exemplo, no
estudo de Wright e colaboradores ndo foram encontradas diferencas induzidas pela
exposicao lactacional a dieta de cafeteria no peso da prole até a 122 semana de vida dos
ratos.

A avaliacdo dos efeitos de dietas hipercaldricas também pode ser realizada através da
analise do comportamento alimentar. E importante mencionar que em modelos animais

0s parametros de avaliagcdo n&do sdo uniformes. Muitas vezes contabiliza-se cada ataque
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do animal ao alimento (comumente definido como bout) (Wright, Fone et al. 2011),
entretanto, € possivel que a andlise seja realizada sobre o numero de refei¢cdes (refere-
se a um conjunto de bouts, cujos critérios para determinar a sua delimitacédo variam entre
autores) (Parent, Darling et al. 2014). No estudo anteriormente mencionado, também foi
avaliado o comportamento alimentar dos animais expostos a dieta de cafeteria na fase
lactacional. Assim, na fase adulta, machos com histérico de exposicdo a dieta de
cafeteria realizaram mais ataques (bouts), especificamente mais que o dobro dos indices
encontrados nos machos controles. Nas fémeas expostas também ocorreram diferencas
em comparacao ao grupo controle, entretanto, relacionadas ao tempo total destinado a
alimentacdo, ndo ao numero total de ataques, como nos machos (Wright, Fone et al.
2011). Verifica-se, portanto, um possivel perfil sexo-dependente de resposta
comportamental de busca alimentar no contexto da exposi¢do lactacional a dieta de
cafeteria. Ainda, os mesmos pesquisadores avaliaram a exposi¢do a dieta de cafeteria
durante a fase gestacional e os seus efeitos no teste de reconhecimento de objetos
posteriormente na fase adulta, revelando um pior desempenho dos animais expostos,

tanto machos como fémeas, em relagdo aos animais controle (Wright, King et al. 2014).

E interessante destacar que o aumento na frequéncia de refeicbes em humanos coincide
com o aumento da prevaléncia de obesidade (Nielsen, Siega-Riz et al. 2002, Cutler,
Glaeser et al. 2003, Nicklas, Yang et al. 2003), assim, a andlise dessas taxas de
frequéncia pode ser util para um melhor entendimento da fisiopatologia da obesidade,
uma vez que a consolidacdo da memodria episodica sobre a ultima refeicdo pode
influenciar o momento da préxima ingesta e a alimentacdo em excesso, por sua vez,
pode interferir nessa consolidagéo, favorecendo a instalacdo do quadro de obesidade
(Parent, Darling et al. 2014). Outro trabalho com humanos demonstrou que a interrupcao
da codificacdo da memdria sobre a propria refeicdo (por exemplo: em funcéo de assistir
televisdo e comer simultaneamente) aumenta a quantidade de alimento ingerido na
proxima vez (Oldham-Cooper, Hardman et al. 2011, Robinson, Higgs et al. 2013). Ainda,
diversos trabalhos apontam o papel da memdria sobre a saciedade, uma vez que
individuos com amnésia realizam mais refeicbes, sem reducdo de apetite, e
frequentemente s6 encerram o0 processo mediante intercedéncias externas (Hebben,
Corkin et al. 1985, Rozin, Dow et al. 1998). As correlacbes com roedores também sdo

evidentes, uma vez que a lesdo hipocampal foi capaz de aumentar a ingesta de
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alimentos, o peso (Davidson, Chan et al. 2009) e a frequéncia de refeicbes (Davidson
and Jarrard 1993, Clifton, Vickers et al. 1998).

1.5. Adaptacdes neuroquimicas nas dietas hipercaléricas

A codificacdo da memodria episodica sobre uma refeicdo requer modificagBes estruturais
dindmicas no hipocampo, incluindo processos de plasticidade sinaptica e neurogénese
(Diano, Farr et al. 2006). Nesse sentido destaca-se o papel do BDNF (Fator neurotrofico
derivado do cérebro), um dos mais importantes fatores neurotroficos, localizado
principalmente no hipocampo (Chen, Du et al. 2019) e envolvido na diferenciagéo e
sobrevivéncia neuronal bem como na modulagéo da transmissao sinaptica (Leal, Afonso
et al. 2015). Em concordancia, alteraces no conteudo hipocampal de BDNF estédo
associadas com prejuizos de memodria induzidos pela ingestdo de dieta rica em gorduras
em animais envelhecidos (Stranahan, Norman et al. 2008). O envolvimento do BDNF
especificamente na homeostase energética ainda ndo foi totalmente elucidado,
entretanto, evidéncias indicam que a neurotrofina € capaz de desempenhar uma
sinalizacdo anorexigena (Conner, Lauterborn et al. 1997). A administracdo central de
BDNF demonstrou atenuacéo da hiperglicemia e melhora do metabolismo da glicose em
modelo animal de deficiéncia insulinica (Meek, Wisse et al. 2013) e também reduziu a
ingestao calorica (Zhu, Liu et al. 2013). Inversamente, a deficiéncia de BDNF acarretou
em hiperfagia, hiperglicemia e obesidade em camundongos (Duan, Guo et al. 2003).
Ainda, as sinalizac¢des via leptina e glicose afetam a expresséo hipotalamica de BDNF de
maneiras opostas em roedores, ativando-a (Komori, Morikawa et al. 2006) e inibindo-a
(Yu, Wang et al. 2009), respectivamente. Vale mencionar que tais achados foram
verificados em animais adultos. Ainda, a hiperglicemia em humanos também foi

correlacionada com a reducéo dos niveis séricos de BDNF (Krabbe, Nielsen et al. 2007).

A exposicdo materna (gestacional e lactacional) & dieta rica em gorduras, por sua vez,
alterou a fungdo cognitiva espacial acompanhada de uma reducdo dos niveis
hipocampais do RNAm e da proteina de BDNF no desmame de ratos (Tozuka, Kumon et
al. 2010). Contudo, trata-se de um dos poucos estudos sobre o envolvimento de

parametros hipocampais diante desse tipo de exposicdo em fases iniciais do
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desenvolvimento. Mesmo existindo uma vasta literatura demonstrando o efeito de
intervengdes precoces, como o0 cuidado materno e a desnutricdo, sobre a regulacdo
epigenética da expressao do BDNF (Rosas-Vargas, Martinez-Ezquerro et al. 2011), o
impacto da dieta materna sobre suas marcas epigenéticas igualmente nao foi
investigado.

Cabe descrever que os mecanismos epigenéticos sdo modificacdes na cromatina que
podem induzir alteragfes na expressao génica, sem alterar a sequéncia do DNA. A
cromatina consiste em uma unidade de DNA dividida em duas espirais enroladas em
torno de um octamero de histonas (Luger, Dechassa et al. 2012). As caudas N-terminais
dessas proteinas sofrem uma variedade de modificacdes pds-transducionais que podem
levar a repressao ou ativacdo da transcricdo génica (Jarome and Lubin 2013). Entre
estas alteracOes estdo a acetilagdo, metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo em diferentes
residuos de aminoacidos (Kimura 2013) (Figura 3).

d c
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Figura 3: ModificacBes epigenéticas que regulam a expressao génica. a Metilagdo (Me) de DNA por uma
DNA metiltransferase (DNMT) reprimindo a expressédo génica. Modificacdes em residuos de lisina (K),
arginina (R) ou serina (S) também influenciam a expresséo génica de formas diferentes. b Acetilagao (Ac)
de histona catalisada por uma histona acetiltransferase (HAT), é geralmente associada com ativacdo da
expressdo génica e a desacetilagcdo, causada por uma histona desacetilase (HDAC), é considerada uma
marca repressora. ¢ Metilacdo (Me) e desmetilacdo por histona metiltransferases (HMT) e desmetilases
(HDM) em residuos de lisina ou arginina resultam em diferentes efeitos dependendo do nimero e da
posicao dos grupos metil. d Ubiquitinizacdo (Ub) de histona em residuos de lisina exerce ativacéo génica.



20

e Fosforilagédo (P) de histona em residuos de serina também estéd associada com maior expressao génica.
Adaptado (Busch, Burkard et al. 2015).

A acetilacdo e a metilacdo de histonas sdo marcas epigenéticas bastante estudadas. A
acetilagcdo ocorre em sitios especificos, lisinas (K), e é controlada por dois grupos
enzimaticos denominados histona acetiltransferases (HATS) e histona desacetilases
(HDACs). As HDACs retiram o grupamento acetil, deixando a estrutura da cromatina

mais compacta, e assim, reprimindo a transcricao génica (Nestler 2014).

Foi descrito que a exposicao a quatro semanas de dieta rica em gordura aumentou 0s
niveis de HDAC5 e HDACS8, bem como diminuiu os niveis de acetilacdo global das
histonas H3 e H4 no hipotdlamo de ratos (Funato, Oda et al. 2011). Curiosamente, no
estudo de Wang e colegas, camundongos fémeas expostas precocemente a dieta rica
em gordura foram capazes de reverter o fenétipo de resisténcia insulinica e obesidade
durante o envelhecimento a partir da substituigdo por uma dieta controle. Entretanto,
prejuizos cognitivos persistentes foram evidenciados e correlacionam-se com niveis
hipocampais reduzidos de BDNF. Em contrapartida, os niveis de HDAC5 aumentaram
significativamente enquanto outras HDACs nao revelaram alteragdes (Wang, Freire et al.
2015). A atividade da HDACS5 pode reduzir a acessibilidade ao sitio de transcricdo do
BDNF. Essa enzima esta significativamente aumentada no cérebro de pacientes
diabéticos e camundongos expostos cronicamente a dieta hiperlipidica (Wang, Gong et
al. 2014). Ainda, culturas de células humanas induzida a superexpressar a enzima
apresentaram uma menor expressdo de RNAm de BDNF IV. E possivel que tal
modificacdo epigenética configure uma suscetibilidade persistente, justificando os
prejuizos cognitivos evidenciados em fases mais avancadas do desenvolvimento,

mesmo com o reestabelecimento de parametros periféricos (Wang, Freire et al. 2015).

Para exercer sua atividade regulatéria, o BDNF necessita conectar-se ao seu receptor
tirosina-quinase B (TrkB) (Figura 4), que apresenta ampla distribuicdo no tecido nervoso
(Barbacid 1995). A unido da neurotrofina ao seu receptor induz a dimerizagéo deste e a
autofosforilacdo do seu dominio quinase citoplasmatico, o que leva ao inicio da cascata
de sinalizacdo (Jing, Tapley et al. 1992, Barbacid 1995). A regulacdo adequada da
ativacdo do TrkB é critica no funcionamento celular, logo, altera¢cdes nos niveis desse

receptor e seu ligante, BDNF, sdo frequentes no curso e desenvolvimento dos sintomas
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clinicos de numerosas patologias do sistema nervoso, incluindo doencas

neurodegenerativas e transtornos mentais (Dawbarn and Allen 2003).

TrkB
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Figura 4: Via de sinalizacdo BDNF/TrkB. O
-® receptor TrkB é formado por um dominio
extracelular, onde o ligante (geralmente BDNF)
se conecta, um dominio transmembrana e um

citosélico, onde encontra-se o sitio catalitico
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} I
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RNAm TrkB CBP . £ . o~
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R P ORE" transcrichio CREB e ativacdo de genes
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plasticidade envolvidos com a neuroplasticidade. Adaptado

(Umemori, Winkel et al. 2018).
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A expressdo do BDNF também € controlada, em parte, pelo receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama (PPARy), uma classe de receptor nuclear que atua
como um fator de transcri¢cdo, envolvido na regulacdo da sensibilidade a insulina e na
melhor utilizacdo da glicose. Curiosamente, a ativagdo desse receptor beneficia a fungao
de receptores de insulina hipocampais em ratos diabéticos expostos a dieta rica em
gordura (Pipatpiboon, Pratchayasakul et al. 2012). Tal estrutura foi localizada tanto em
neurénios como em células da glia (Cristiano, Bernardo et al. 2001), especialmente dentre
as células granulares do giro denteado hipocampal (Braissant, Foufelle et al. 1996) e sua
ativacdo local estd associada também com atividade anti-inflamatéria (Heneka and
Landreth 2007, Bernardo and Minghetti 2008). Evidéncias indicam que o papel
neuroprotetor por detras das terapéuticas envolvendo agonistas do PPARy envolve

justamente a sinalizacdo BDNF/TrkB (Hong, Xin et al. 2013).

Em relagdo as adaptacdes do sistema nervoso central, € valido mencionar também que
cérebro de mamiferos adultos, incluindo humanos, contém populacdes de células que

podem se dividir e se diferenciar em neurdnios e glia. Essas atividade é verificada na zona
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subventricular e no giro denteado do hipocampo (Kempermann and Gage 2000) (Figura 5).
Ainda nédo é perfeitamente entendido porque tal processo restringe-se a essas locais uma
vez que células progenitoras neurais foram isoladas de muitas regifes do sistema nervoso
central. Acredita-se que os microambientes de tais regides podem ter fatores especificos
que sdo permissivos para a diferenciacdo e integracdo de novas células (Morrison and
Spradling 2008). A migracdo e repopulacdo de células-tronco neurais e sua maturacao em
neurdnios funcionais ou outras células cerebrais sdo determinadas por fatores intrinsecos
e extrinsecos, incluindo neurotrofinas, antidepressivos, opioides, convulsdes, atividade
fisica (Balu and Lucki 2009), glicocorticoides (Cameron and McKay 1999), hormdnios
sexuais (Tanapat, Hastings et al. 1999), fatores de crescimento (O'Kusky, Ye et al. 2000),
neurotransmissao excitatéria (Cameron, Tanapat et al. 1998), aprendizagem (Gould, Beylin
et al. 1999), exercicio fisico (Yau, Lau et al. 2011), estresse (Veena, Rao et al. 2011) e
dieta (Stangl and Thuret 2009).

Os mecanismos de ativacdo de tais células precursoras é muito suscetivel a eventos
toxicos, como a resisténcia insulinica (Lang, Yan et al. 2009) e a inflamac¢do (Ryan and
Nolan 2016). No caso, estudos prévios com roedores envolvendo tanto a deficiéncia como
a resisténcia insulinica evidenciaram prejuizos no aprendizado, na plasticidade sinaptica e
na neurogénese (Li, Zhang et al. 2002, Pathan, Gaikwad et al. 2008, Stranahan,
Arumugam et al. 2008). Para a avaliagdo parte desse processo, um marcador passivel de
utilizacdo é o conteudo de nucleos neuronais (NeuN), uma proteina nuclear fosforilada,
sensivel e especifica, distribuida no nucleo de neurbnios maduros em quase todas as
partes do sistema nervoso dos vertebrados (Maxeiner, Glassmann et al. 2014, Paridaen
and Huttner 2014). Ratos envelhecidos expostos a dieta hipercalGrica exibiram prejuizos
pronunciados de memoéria e alteracdes na morfologia hipocampal associada a uma
reducdo nos niveis de NeuN (Ledreux, Wang et al. 2016). Acredita-se que a expressao
dessa proteina ndo é observada em células da glia (Mullen, Buck et al. 1992), portanto,
para a avaliagdo de possiveis alteragBes envolvendo células gliais, a proteina acida fibrilar
glial (GFAP) é um parametro adequado, ainda mais considerando que a exposicéo a dieta
rica em gordura é capaz de modular a funcdo (Camargo, Brouwers et al. 2012) e a
morfologia (Cano, Valladolid-Acebes et al. 2014) astrocitaria. Sabe-se também que a

exposicdo gestacional a dieta rica em carboidratos e lipideos pode alterar a diviséo celular
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hipocampal da prole, bem como a producéo e sinalizacao por parte do BDNF (Bilbo and
Tsang 2010, Tozuka, Kumon et al. 2010).
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2. Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposi¢cao gestacional e lactacional de ratos Wistar machos e fémeas
a dieta de cafeteria sobre o padrdo de busca alimentar e parametros neurogquimicos em

estruturas encefalicas na fase de desmame.

2.1. Objetivos especificos

. Avaliar o efeito da exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre o
peso da prole e das progenitoras;

. Avaliar o efeito da exposicdo gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre o
comportamento alimentar, considerando o padrdo de refeicbes e sua microestrutura
(bouts);

o Avaliar o conteado de BDNF no hipocampo e bulbo olfatério dos filhotes;

o Avaliar o conteido da enzima desacetiladora HDAC5 no hipocampo e bulbo
olfatério dos filhotes;

o Avaliar o contetado de GFAP e NeuN no hipocampo e bulbo olfatério dos filhotes;

. Avaliar o conteudo hipocampal de TrkB e PPARY dos filhotes.
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3. Artigo

A seguir estd apresentado o artigo referente aos resultados comportamentais e
bioquimicos mencionados nos objetivos da tese, o qual serd submetido ao periddico

Neurobiology of Learning and Memory.
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4. Conclusoes

No presente trabalho a exposicao gestacional e lactacional a dieta de cafeteria foi capaz de
aumentar o consumo alimentar e prejudicar a memoria episédica sobre a refeicdo de ratos
Wistar machos e fémeas, na fase do desmame. Em relagdo especificamente a analise do
comportamento alimentar, o padrao de refei¢cbes revelou ser um parametro mais sensivel
guando comparado a sua microestrutura (nUmero de bouts). Nesse contexto, 0s niveis
reduzidos de BDNF no bulbo olfatério de animais expostos a dieta de cafeteria podem
representar um possivel mecanismo neuroquimico para o prejuizo cognitivo encontrado
(Figura 5). Curiosamente, a enzima desacetiladora capaz de modular epigeneticamente a
expressdo da neurotrofina através do silenciamento, sofreu aumento no bulbo olfatério de

fémeas expostas a dieta de cafeteria.
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Figura 5: Efeitos da exposicao gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre o comportamento alimentar
e niveis de BDNF no bulbo olfatério. Fonte: Acervo da autora.

E valido mencionar que o prejuizo observado no teste de comportamento alimentar se

refere a um periodo onde ndo houve diferencas significativas entre os pesos dos grupos
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experimentais, implicando que nossos achados neuroquimicos no bulbo olfatério precedem

a instalacéo do estado de obesidade nos animais.

Considerando especificamente o0s ensaios no hipocampo dos animais (Figura 6),
novamente evidenciou-se uma reducao no conteudo de BDNF, além disso, a exposi¢cédo a
dieta de cafeteria também acarretou em um aumento no conteudo do seu receptor TrkB,
sem distingdo entre sexos, indicando uma possivel resposta adaptativa diante do

decréscimo da neurotrofina agonista.
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Figura 6: Efeitos da exposicao gestacional e lactacional a dieta de cafeteria sobre marcadores neuroquimicos

hipocampais. Fonte: Acervo da autora

Os niveis hipocampais de PPARy, por sua vez, foram reduzidos diante da exposi¢cédo
gestacional e lactacional a dieta de cafeteria, tanto em machos quanto em fémeas. A
reducdo desse marcador juntamente com o aumento de HDAC5 podem corroborar para a
diminuicdo encontrada no contetdo de BDNF hipocampal.

Ainda, o contetdo de GFAP no hipocampo foi reduzido pela exposicéo a dieta de cafeteria,
sendo que nenhuma alteragéo significativa foi observada sobre o conteido de NeuN. Tais

achados podem indicar um dano astrocitario precedendo o comprometimento neuronal em
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funcdo da exposicdo a dieta hipercaldrica, especificamente na fase do desmame. Dada a
relevancia dos astrocitos na constituicdo da barreira hematoencefalica, a avaliacdo de
marcadores especificos para essa estrutura seria pertinente, assim, o trabalho atual auxilia
no direcionamento de novas hipoteses e perspectivas de estudo. Ainda, percebe-se que a
relacdo ciclica entre impacto sobre a memaria episddica e hiperfagia, que eventualmente
resulta na consolidacdo do estado obeso, pode ser desencadeada em fases iniciais do
desenvolvimento por desequilibrios neuroquimicos envolvendo o bulbo olfatério e o

hipocampo.

Os resultados obtidos visam auxiliar no melhor direcionamento de futuras politicas de
reeducacdo alimentar, para criancas e jovens, tornando-as mais efetivas, o que é
especialmente importante considerando o impacto que a exposicéo a dietas hipercaldricas

em fases iniciais do desenvolvimento apresenta ao longo da vida.
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5. Perspectivas

Para a continuacdo do presente trabalho propde-se realizar a avaliacdo de marcadores
neuroquimicos também no hipotalamo e no tronco encefalico dos animais ja estudados. No
caso, além dos marcadores previamente mencionados nos artigos 1 e 2, pretende-se
considerar a investigagcdo sobre o conteudo do receptor MC4 e da enzima tirosina

hidroxilase.

Outra perspectiva ¢é verificar possiveis correlagbes com outros resultados
comportamentais, especificamente nimero de groomings e rearings, também analisados

durante o comportamento alimentar.

Adicionalmente, os préximos resultados podem ser correlacionados com os marcadores

séricos: T4, VLDL, LDL, HDL, TGP, colesterol e glicose.
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