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RESUMO

Sabe-se que a obesidade tem tomado propor¢des alarmantes em todo o mundo nas
Gltimas décadas, sendo considerada um problema grave de saude e um fator de
risco para o diabetes, a hipertenséo arterial sistémica, alguns tipos de céncer, certas
desordens reprodutivas e disturbios metabdlicos. Neste estudo, objetivou-se
observar a resposta astrocitaria transgeracional em diferentes areas do sistema
nervoso central (SNC) por meio da expresséo da proteina glial fibrilar acida (GFAP)
apos uma dieta hipercaldrica (HD) em ratas. Observou-se que ratas alimentadas
com HD altamente palatavel (Ensure ®) durante a puberdade (23-65 dias de idade)
apresentaram aumento significativo da expressdo de GFAP em todas as &reas do
SNC avaliadas, quando comparadas as ratas que receberam dieta normocalérica
(ND) na geracdo FO. Ao analisar-se a reacdo astrocitdria apdés desafio com
lipopolissacaridio (LPS) na geracdo F1, foram observadas alteracdes fenotipicas
adaptativas, com reducdo da area de processos astrocitarios nas diferentes areas do
SNC analisadas apo6s desafio com LPS nos machos nascidos das mées que
receberam HD em relagcdo aqueles originarios de maes alimentadas com ND.

Palavras-chaves: Dieta materna. Astrocitos. Efeitos transgeracionais.



ABSTRACT

It is known that obesity has taken alarming proportions in the whole world for the past
decades, been considered a severe health problem and a potencial risk for diabetes,
sistemic arterial hypertension, some types of cancer and certain reproductive and
metabolic disorders. In this study, the goal was to observe the astrocytic
transgenerational response in different areas of the central nervous system (CNS)
through the expression of the glial fibrillary acidic protein (GFAP) after a hypercaloric
diet (HD) in rats. Is was observed that the rats that were fed with highly palatable HD
(Ensure ®) during puberty (23-65 days old) presented a significant increase of GFAP
expression in all SNC evaluated areas, when compared to rats that received a
normocaloric diet (ND) in generation FO. While analyzing the astrocytic reaction after
the challenge with lipopolysaccharides (LPS) in generation F1, adaptive phenotypic
changes were observed, with a reduction of the area of astrocytic processes in the
different SNC areas analyzed after the challenge with LPS on males born from
mothers that received HD in relation to those from mothers that were fed with ND.

Key words: Maternal diet. Astrocytes. Transgenerational effects.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas, a obesidade assumiu proporcdes alarmantes no
mundo inteiro, paralelamente ao aumento do sedentarismo e ao facil acesso a
alimentos altamente palataveis e hipercaléricos (MANNA et al., 2006).

Estima-se que, atualmente, 3 a 4 adultos em cada 10, em todo o mundo, sao
obesos, definidos como individuos com um indice de massa corporal (IMC) igual ou
superior a 30 kg/m2 (RHODES et al., 2009).

Estudos experimentais em modelos animais e humanos tém destacado a
ligacdo entre alteracbes do ambiente no inicio da vida e o aumento do risco a
obesidade e a distlrbios metabdlicos na vida adulta. Essa ligacdo € estabelecida
como uma hipotese da programacao do desenvolvimento, na qual as influéncias
ambientais durante periodos criticos da plasticidade do desenvolvimento podem
provocar efeitos ao longo da vida sobre a saude e o bem-estar dos filhos. Em
particular, o meio nutritivo no qual o feto ou lactente se desenvolve influencia o risco
de distUrbios metabdlicos nos descendentes (VICKERS, 2014).

Os astrocitos respondem a mudangas no sistema nervoso central (SNC)
passando por alteracbes morfolégicas e funcionais que influenciam na atividade
neuronal. Quando o SNC é submetido a situacdes de agresséao, os astrocitos podem
tornar-se hipertréficos ou assumir um fenétipo reativo. A astrogliose é caracterizada
pela maior expressao de estruturas proteicas especificas, tal como a proteina glial
fibrilar acida (GFAP) (JOAQUIM et al, 2015). Assim, os astrocitos podem
desempenhar papel Unico na promocao da resposta inflamatéria hipotalamica na
obesidade (GARCIA-CACERES et al., 2013; GUYENET et al., 2013; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2013).

Muitos estudos avaliaram a resposta astrocitaria apés dieta hipercal6rica em
regides hipotalamicas; porém, pouco se sabe dessas respostas em outras areas do
SNC. Também € pouco conhecido o efeito de longo prazo de uma dieta hipercalérica
na mae durante a puberdade e o inicio de sua idade adulta sobre aspectos
endaocrinos e imunes de seus filhotes.

Dessa forma, o presente estudo visa estudar nas geracbes FO e Fl1 a
expressao astrocitaria de GFAP em véarias areas do SNC apdés uma dieta

hipercal6rica em ratas.
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2 OBJETIVO

O objetivo principal do presente estudo foi o de avaliar os efeitos
transgeracionais da dieta hipercalérica (HD) e normocaldrica (ND) administrada na
puberdade da geracdo FO sobre o comportamento dos astrécitos das geracdes FO e
F1.

O comportamento astrocitario na geracdo FO apdés consumo de HD e ND foi
observado mediante a avalicdo da expressdo da GFAP em diversas areas do SNC
tais como corpo caloso, cortex frontal, cortex parietal, nucleos arqueado,
periventricular e accumbens, ponte e camadas granular e molecular do cerebelo.
Além disso, foi observado o comportamento astrocitario na geracdo F1 proveniente
de ratas que receberam HD e ND, com e sem ativacdo imunoldgica induzida pelo
LPS.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A obesidade é um fator de risco para o diabetes, as doencas
cardiovasculares, a osteoartrite, alguns tipos de cancer e certas desordens
reprodutivas e distlrbios metabdlicos (FERNANDEZ et al., 2011).

Sabe-se que a sindrome metabdlica (SM) é um complexo distlrbio metabdlico
provocado pela quebra da homeostasia corporal, razédo pela qual é também definida
como a “sindrome da civilizagdo”, por se tratar de um distarbio que envolve o
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas provenientes da dieta, bem como
a programacao e a predisposicao genética (GOTTLIEB et al., 2008).

A homeostase energética, isto €, o equilibrio entre a ingestdo de alimentos e o
gasto energético, € um processo extremamente sensivel e regulado pelo SNC.
Mediadas por impulsos nutricionais, humorais e nervosos para 0 encéfalo,
informagdes provenientes da periferia sobre o estado de energia sdo integradas
pelos nucleos do hipotalamo e do tronco encefalico e retransmitidas para outros
circuitos neurais, tais como as vias mesolimbicas dopaminérgicas (BUCKMAN;
ELLACOTT, 2014).

Uma causa recentemente reconhecida da epidemia da obesidade sao os
efeitos da programagéo do desenvolvimento de criangas nascidas de maes obesas
ou portadoras de diabetes gestacional. Os mecanismos que resultam em obesidade
nos seus descendentes incluem a programacao da via de apetite no hipotalamo e os
sinais que regulam a adipogénese. Os processos incluem sensores de nutrientes,
modificagbes epigenéticas e alteragbes em precursores de células-tronco dos
neurbnios do apetite e da saciedade e dos adipdcitos, que sdao modulados para
potencializar a obesidade nos descendentes (ROSS; DESAI, 2013).

A obesidade é também uma condicdo pré-inflamatéria na qual adipécitos
hipertrofiados e células do sistema imunologico presentes no tecido adiposo
(principalmente macrofagos e linfécitos) contribuem para o aumento dos niveis
circulantes de citocinas pré-inflamatérias (MAKKI et al., 2013).

Estudos tém demonstrado que as células gliais estdo intimamente envolvidas
na producdo da inflamacdo hipotalamica, que é resultante de uma dieta rica em
gordura e que esta ligada ao aumento da resisténcia a insulina, embora, em seus

achados, Buckman et al. (2013) sugiram que o aumento da imunorreatividade ao
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GFAP no hipotalamo esta ligado a modelos de obesidade e ndo somente a dieta rica
em gordura por si sO.

As células da glia sdo geralmente classificadas em microglia e macroglia, com
este Ultimo gupo incluindo astrécitos, oligodendrdcitos, tanicitos e células
ependimais (ARGENTE-ARIZON et al., 2015). O hipotalamo mediobasal esta
posicionado proximo da eminéncia média, sendo uma das estruturas mais préximas
ao terceiro ventriculo, uma das areas mais sensiveis aos fatores sanguineos. Sendo
assim, ndo é surpreendente que este seja o primeiro local onde ocorre uma
importante resposta reativa nos individuos expostos a dieta hipercalorica (KALIN et
al., 2015; THALER et al., 2012).

Buckman et al. (2013) mostram, em seu estudo, uma maior imunorreatividade
a proteina glial fibrilar acida (GFAP) em estruturas proximas ao terceiro ventriculo,
quando comparadas a outras areas do encéfalo numa situacdo de dieta
hipercaldrica induzida em ratas.

ApOs a exposicao a dieta rica em gordura, os neurénios do nucleo arqueado e
da eminéncia média, assim como 0s astrocitos e a microglia dessas areas,
expressam varios marcadores de dano celular, como o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), a interleucina 6 (IL-6), o supressor de sinalizagdo da citocina 3 (SOCS 3),
dentre outros. A expressao da GFAP e do receptor do tipo Toll 4 (TLR 4) também
acompanha o processo de neuroinflamacdo. Esses efeitos sdo seguidos de
expansdo da massa corporal, caracterizando a antecipacao da neuroinflamacdo em
relacdo ao sobrepeso e a obesidade (THALER et al., 2012).

Muitos estudos apontam que o nivel de marcacdo de GFAP, que é
largamente expressa em astrécitos, estd aumentado em regifes especificas do
encéfalo em resposta a injuria do SNC (DE KLOET et al., 2014).

Como centro de controle metabdlico, o hipotdlamo mediobasal
rapidamente responde aos desafios das alteracBes metabdlicas. Essa capacidade é
refletida pela observacdo de que, mesmo apés um dia de dieta hipercalérica em
ratos, ha imediato aumento de reatividade da micrdglia no hipotalamo mediobasal,
assim como aumento dos niveis de citocinas proé-inflamatorias, tais como o TNF.
Essas respostas inflamatorias persistem sob tal condicdo de dieta hipercaldrica
(KALIN et al., 2015).

Martinez et al. (2012) caracterizaram a inflamagdo como uma resposta

biolégica complexa de protecdo para combater estimulos nocivos, a fim de manter a
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homeostase celular, incluindo a defesa do hospedeiro, a remodelacéo de tecidos e
alteracbes metabdlicas. Tal resposta envolve varios mecanismos, tais como a
participacdo de células do sistema imunolégico (recrutamento e ativagdo de
monacitos, linfécitos T e B e células dendriticas), o envolvimento de diferentes
mediadores (IL, TNF-aq, leptina, adipocinas etc.), a regulagéo das vias de sinalizacao
e, eventualmente, a regulacdo epigenética da expressdo de alguns genes
relacionados.

Em roedores, a HD e a obesidade induzida levam a um aumento dos fatores
inflamatorios e de células do sistema imune em tecidos periféricos e em regifes do
encéfalo que sédo essenciais para a manutencao do balango energético (THALER et
al., 2012; SHOELSON et al., 2006; DE KLOET et al., 2014) e é possivel que esse
acumulo de astrdcitos e microglia em regides especificas do encéfalo desempenhem
um papel importante no desbalanco da homeostase energética (ZHANG et al., 2008;
DE KLOET et al., 2014), assim como mostrou Holmes et al. (2016) que observaram
aumento da expressédo de GFAP e gliose em ratos obesos, contrastando com os
efeitos gliais em ratos magros.

Ainda sobre a comparacao de individuos magros e obesos, Guillemot-Legris
et al. (2016) relataram que individuos obesos apresentam diferencas na densidade
da substancia cinzenta tanto no cerebelo quanto no cortex cerebral, quando
comparados a individuos magros, sugerindo que a obesidade foi capaz de induzir
alteracdes morfoldgicas nessas duas areas do encéfalo.

A astrogliose reativa é caracterizada pela hipertrofia celular e pelo aumento
da expressdo de componentes dos filamentos intermediarios, tais como a GFAP, a
vimentina e a nestina (BUCKMAN; ELLACOTT, 2014).

Os astrocitos sdo as células mais abundantes e diversificadas do SNC. Ha
aproximadamente cinco vezes mais astrocitos do que neurbnios, embora essa
proporcao varie de uma area do SNC a outra. Essas células da macréglia sao
originarias da ectoderme e possuem localizacdo privilegiada por todo o SNC,
fazendo parte da barreira hematoencefélica e em contato intimo com o0s vasos
sanguineos e elementos sinapticos, o que as torna componentes essenciais de
comunicacao entre o SNC e a periferia. Uma funcéo importante dessas células gliais
€ a de fornecer nutrientes e outras substancias essenciais para os neurénios a partir
do sangue, promovendo, assim, a sobrevivéncia neuronal e contribuindo para a
manutencdo da homeostase do SNC (ARGENTE-ARIZON et al., 2015) e, assim
como as células da microglia, os astrocitos participam das respostas imunoldgicas
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do SNC e do desenvolvimento da resposta inflamatoria no encéfalo e na medula
espinhal (ASCHNER, 1998; SCHWARZ; BILBO, 2012).

Uma maior compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento da obesidade pode ser a chave para a geracdo de estratégias
novas e mais eficazes para o tratamento desse problema grave de saude. Por meio
de circuitos neuronais e de peptidios, o hipotalamo regula a ingestdo de alimentos e
0 gasto de energia, de forma que um controle hipotalamico prejudicado levara ao
acumulo de lipidios e ao ganho de peso corporal (GARCIA-CARCERES et al., 2013).

A organizagdo dos circuitos metabolicos e das células da glia bem como o
seu grau de plasticidade podem ser preditivos de uma possivel vulnerabilidade do
individuo que foi induzido ao consumo de HD (HORVATH et al., 2010; CHOWEN et
al., 2013). Embora a genética seja, sem duvida, uma forca motriz na determinacao
dessa organizacao, fatores ambientais durante desenvolvimento também tém efeitos
permanentes. Fatores nutricionais e hormonais iniciais, incluindo modificagdes nos
niveis de leptina, alteram o desenvolvimento dos circuitos metabdlicos (BOURET et
al., 2008; BOURET et al., 2004; CHOWEN et al., 2013).

Uma ampla gama de fatores nutricionais durante a gravidez e a lactacéo,
incluindo a desnutricdo e a obesidade materna, pode levar a uma variedade de
desordens metabdlicas nos filhotes. Evidéncias experimentais e clinicas sugerem
gue a programacao do desenvolvimento deve ser considerada como um fenémeno
transgeracional e, portanto, € muitas vezes vista como uma forma de heranca
epigenética, via maternal ou por linhagens parentais (JOAQUIM et al., 2015).

A presenca de um ambiente improprio no periodo embrionario ou neonatal
pode aumentar a susceptibilidade para algumas doencas ao longo da vida. Em
condicbes ambientais adversas, o feto pode sofrer uma alteracdo de processos
fisiolégicos, o que pode ser benéfico inicialmente para promover a sobrevivéncia,
mas gerando ma adaptacdo na vida pds-natal e, assim, prejudicando a saude no
longo prazo (PEREZ-TORRENO, 2003; RAO et al., 2012).

Muitos estudos, como os de Cai (2013), Maric et al. (2014), Miller e Spencer
(2014) e Gzielo et al. (2016), abordam a neuroinflamag&o apos consumo de
HD principalmente na regido hipotalamica, por ser essa a regiao responsavel
pela homeostasia energética (ou seja, o controle do balanco nutricional);
porém ainda poucos estudos abordam a presenca de neuroinflamacdo em

outras areas do encéfalo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Andlise do Comité de Etica

Foram utilizadas laminas de encéfalo de ratos Wistar do experimento
realizado por JOAQUIM et al. (2015) (protocolo n° 130/12, CEUA/ICS/UNIP,
28/11/2012). Os experimentos foram realizados de acordo com o0s protocolos de
boas praticas laboratoriais e todos os esforcos para minimizar o sofrimento dos

animais foram realizados.

4.2 Animais

Ratos Wistar fémeas adultas, com 11-12 semanas de idade e pesando entre
200-250g (geragéo FO) e ratos machos com experiéncia sexual (12-14 semanas de
idade) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Sao Paulo (Séo
Paulo, Brasil) foram inicialmente selecionados.

Apés a chegada ao laboratério, os ratos foram instalados em gaiolas em
condicbes controladas de temperatura (22-26°C), umidade (50-65%), com ciclo
artificial de luz a cada 12 horas (luzes acesas as 7:00 horas) e alimentacéo livre.
Dez dias apos a chegada ao laboratério, as fémeas foram cruzadas com os machos
para obter a geracdo FO. Entre o nonagésimo e nonagésimo quinto dia de vida pés-
natal (PND), os ratos fémeas da geragdo FO foram cruzados com machos
experientes para obter a geragao F1.

Foi permitido que todas as méaes tivessem o parto de forma normal, assim
como foi permitido que amamentassem a prole. Nenhum manuseio foi realizado no
primeiro dia de vida para evitar o canibalismo (DESANTIS; SCHMALTZ, 1984). No
2° PND, os filhotes foram selecionados de forma aleat6ria. Esse procedimento foi
realizado precocemente no dia 2° PND para evitar diferencas provocadas pela
amamentacao materna, que poderia interferir no ganho de peso da prole (MORAG et
al., 1975). Nenhum procedimento de cross-fostering foi utilizado (CHIAVEGATTO,;
BERNARDI, 1991). Os oito filhotes selecionados de forma aleatéria permaneceram
com suas maes até o desmame no 21° PND. ApGs esse periodo, foram separados

por sexo e instalados nas mesmas condi¢cdes de seus progenitores.
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4.3 Desenho do experimento

As fémeas da geracdo FO foram divididas em dois grupos. Metade delas
recebeu dieta hipercalérica (HD) altamente palatavel (Ensure ®) durante a sua
puberdade (dos 23 aos 65 dias de vida) (grupo FOHD, n=12) e a outra metade
recebeu dieta normocalérica (ND) no mesmo periodo (dos 23 aos 65 dias de vida)
(grupo FOND). Metade das fémeas da geracédo FO, pertencentes aos grupos FOHD e
FOND, foram eutanasiadas para analise da expressdo de GFAP no cortex frontal e
cortex parietal, no nucleo accumbens, no corpo caloso, nos nucleos arqueado e
periventricular do hipotalamo, na ponte e nas camadas granular e molecular do
cerebelo. A outra metade das fémeas foi cruzada com machos experientes
escolhidos aleatoriamente (2 machos por ninhada) para obter a geracdo F1. Os
filhotes machos da geracdo F1, no 50° dia pos-natal, foram subdivididos em dois
grupos que receberam 1 mL/Kg de solucédo salina a 0,9% por via intraperitoneal
(grupos F1HDS, n=6 e FINDS, n=6) e dois que receberam 100ug/kg de LPS por via
intraperitoneal (grupos F1IHDLPS, n=6 e FINDLPS, n=6).

A geracéo F1 foi dividida, portanto, em 4 grupos - 2 grupos receberam 100
Mg/Kg de LPS, sendo um originario de maes que receberam HD e outro, de mées
que receberam ND (grupos FIHDLPS e FINDLPS, respectivamente). O desafio com
LPS foi realizado para avaliar eventuais mudancas na prole associadas a dieta
hipercal6rica em FO. Os outros 2 grupos de F1 receberam 1mL/Kg de solucéo salina
a 0,9%, sendo também um de origem de maes que receberam HD e outro sendo de
origem de méaes que receberam ND (FINDS e F1HDS). ApGs 24 horas, a geracao
F1 foi submetida a eutanasia e porcdes do encéfalo foram coletadas para
mensuracao da expressao de GFAP no cértex frontal e parietal, no corpo caloso, no
ndcleo accumbens, nos nucleos periventricular e arqueado do hipotdlamo, nas

camadas molecular e granular do cerebelo e na ponte.

4.4 Dieta hipercalorica

Ratos fémeas do grupo FOHD tiveram livre acesso a dieta hipercaldrica
(Ensure®; Abbot Brasil, Sdo Paulo, Brasil; total de 1kcal ml~tassociada com a dieta
do laboratério Nuvilab; Sogorb Industria e Comércio, Sado Paulo, Brasil). Ensure é

uma dieta liquida muito palatavel; cada garrafa possui 231 kcal, contendo 1,7g de
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gordura poli-insaturada, 3,59g de gordura monossaturada e 2,29 de gordura
saturada. Nao contém nenhum tipo de gordura-trans. Foi oferecida em um cilindro
graduado com uma tampa, com 600 mL por garrafa. Ratos dos grupos HD e ND
foram mantidos em gaiolas separadas e o Ensure e a dieta padrdo foram
disponibilizadas nas gaiolas como um todo. O consumo de ambas as dietas foi

mensurado diariamente e ambas as dietas foram trocadas diariamente.

4.5 Marcacao imuno-histoquimica da GFAP

O encéfalo dos animais do experimento foi coletado apds eutanasia e fixado
em solucdo de formol a 10% em tampéao fosfato por pelo menos 48 horas para
desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Cortes transversais de 5 um
foram obtidos, montados em laminas histolégicas e corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (H-E), sendo observados e fotografados em fotomicroscépio
Nikon E200.

Cortes histolégicos de blocos selecionados foram colhidos em laminas
tratadas com silano (Sigma) a 4% em acetona, objetivando uma melhor aderéncia
dos mesmos. Tais cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em série
decrescente de etanol absoluto, etanol a 95%, a 80%, a 70% e a 50% e, a sequir,
fervidos durante 15 minutos em forno de micro-ondas convencional (poténcia
maxima), imersos em tampao citrato 0,01 M (acido citrico 0,01 M e citrato de sddio
0,01 M, 1:3, pH 6,0). Depois de resfriados durante 20 minutos, a peroxidase
enddgena foi bloqueada incubando-se as laminas por 30 minutos em metanol
contendo 10% de peréxido de hidrogénio 30 volumes.

Para a marcacao imuno-histoquimica da GFAP, o método utilizado foi o da
avidina-biotina, seguindo protocolo de SANCHEZ et al. (2006), sendo cada
procedimento intercalado por lavagem das laminas em solucdo salina tamponada
com fosfato.

Os cortes foram incubados durante 16 horas a 40C em camara umida, com o
anticorpo monoclonal priméario anti-GFAP (Rabbit anti-cow GFA, code number
Z0334, Dako), padronizado na diluicdo 1:1000, a qual, por prévia titulacdo, foi
considerada a mais adequada. Para tal diluicdo foi utilizada solugédo contendo soro-
albumina bovina a 5% em &gua destilada (1,25 mL), azida sédica a 5% em agua

destilada (2,5 mL) e solug&o salina tamponada (59 ml).
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Posteriormente, foi realizada a incubacao dos cortes por 30 minutos com o
anticorpo secundério anti-imunoglobulinas de coelho (Universal LSABTM 2 Kit /
HRP, Rb / Mo, K0609-1, Dako) na diluicdo 1:400 e, apds, a aplicacao por 30 minutos
do conjugado estreptavidina-biotina-peroxidase, foi diluido em solucdo salina
tamponada com fosfato (Universal LSABTM 2 Kit / HRP, Rb / Mo, Dako).

A imunorreatividade foi visualizada pela aplicacdo sobre os cortes de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) a 0,1% como cromogeno e peréxido de hidrogénio a
0,5%. Os cortes foram contracorados com hematoxilina, desidratados, diafanizados
e montados com resina sintética sob laminula. Todas as reacdes foram
acompanhadas por laminas controle negativo, submetidas a todas as etapas do
procedimento; porém, suprimindo-se a aplicagdo do anticorpo primario.

Dez fotomicrografias do cortex frontal, do cortex parietal, do corpo caloso, do
nacleo periventricular do hipotalamo, da ponte e das camadas molecular e granular
do cerebelo e duas fotomicrografias do nucleo accumbens e do nucleo arqueado do
hipotalamo foram feitas usando objetiva de 40x do microscopio Nikon E200. A area
de astrocitos e de seus processos, marcados em marrom, foram automaticamente
calculadas, em pixels, por meio do software Methamorph®, calibrado com os filtros
de cores digitais regulando os bits vermelho, verde e azul. Dessa forma, apenas as
células positivas foram incluidas e o fundo foi excluido da medida. Os resultados
obtidos para os distintos grupos foram analisados estatisticamente para possiveis

diferencas.

4.6 Andlise Estatistica

A homoscedasticidade foi avaliada usando o teste-F ou o teste de Bartlett. A
normalidade foi verificada usando o teste de Kolmogorov-Smirnov. O teste U de
Mann-Whitney foi usado para comparar os dados entre os grupos da geragédo FO.
ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni foi usada para os grupos da
geracdo F1 na intencdo de analisar resultados com dois fatores: dieta e tratamento
(LPS). Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. Em

todos os casos, os resultados foram considerados significantes se p<0.05.
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5 RESULTADOS
5.1 Estudo na geracgéo FO

Todas as areas do SNC analisadas apresentaram maior expressdo de GFAP
nos animais do grupo FOHD comparados com os do grupo FOND (p<0.001). Os
resultados nas diferentes areas sado apresentados na Figura 1 e Tabela 1. As
fotomicrografias de cada area analisada no presente estudo sdo apresentadas nas
Figuras 3A (corpo caloso), 3B (cortex frontal), 3C (cértex parietal), 3D (nucleo
arqueado), 3E (nucleo periventricular), 3F (ponte), 3G (camada granular do

cerebelo) e 3H (camada molecular do cerebelo).
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Figura 1 — Expressdo de GFAP nos grupos FOND e FOHD no corpo caloso, coértex frontal,
cortex parietal, nucleos arqueado, periventricular, accumbens, ponte, camadas granular e
molecular do cerebelo. Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média (FOND,
n=6; FOHD, n=6). *** p<0.001 (teste U de Mann-Whitney).
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Tabela 1 — Expressdo de GFAP em diferentes areas do sistema nervoso central (SNC) de
ratas que foram alimentadas com dieta normocalérica (ND) e dieta hipercalérica (HD)
durante a puberdade da geracdo FO. Dados expressos em média (pixels) + erro padrdao da
média.

AREA GRUPOS

FOND FOHD
CORPO CALOSO 23480 + 1203 92520 + 4316
CORTEX FRONTAL 30650 + 1643 76280 + 4188

CORTEX PARIETAL

NUCLEO ACCUMBENS
NUCLEO PERIVENTRICULAR
NUCLEO ARQUEADO
PONTE

CAMADA MOLECULAR DO
CEREBELO

CAMADA GRANULAR DO

26500 + 1523

25580 + 1978

21760 + 2458

22180 + 1836

18470 = 1327

20380 + 1505

21050 = 1434

63060 + 2286

61470 + 2500

71330 + 2377

73980 + 3908

67230 + 2562

67280 + 2557

66870 + 2844

CEREBELO

FOND - grupo de ratas da geracédo FO que receberam dieta normocalérica;
FOHD - grupo de ratas da gerac¢é@o FO que receberam dieta hipercaldrica.

Como apresentado a seguir no Quadro 1, na Figura 2 e na Tabela 2, todas as
areas do SNC analisadas apresentaram reducdo significativa (p<0.001) na
expressdo de GFAP em resposta ao desafio com LPS no grupo HD quando
comparado ao grupo ND, exibindo efeito da dieta e do tratamento, com interagao
entre os fatores.

Apesar da tendéncia de reducdo da expressao de GFAP em todas as areas
do encéfalo analisadas apés injecao de solucdo salina no grupo originario de mées
que receberam HD, sO se observou diferenca significativa no nucleo periventricular
(p<0,05), na ponte (p<0,01) e na camada molecular do cerebelo (p<0,05) do grupo
F1HDS. As fotomicrografias de cada area analisada no presente estudo da geracéo
F1 sdo apresentadas nas Figuras 4A (corpo caloso), 4B (cortex frontal), 4C (cortex
parietal), 4D (nucleo arqueado), 4E (ndcleo periventricular), 4F (ponte), 4G (camada

granular do cerebelo) e 4H (camada molecular do cerebelo).



25

Quadro 1 — Interacdo dieta x tratamento nos grupos da geracédo F1 de maes que receberam
dieta normo ou hipercalérica, tratados ou ndo com LPS.

Estrutura ANOVA BONFERRONI

Corpo caloso | Interagdo: F1,92 = 4,94, p = 0,027 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,92 = 8,41, p = 0,0047
Tratamento - F1, 92 = 13,31, p = 0,0004

Cortex frontal | Interagdo: F1,92 = 53,15, p<0.0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,92 = 108,31, p<0,0001
Tratamento - F1,92 = 174,19, p<0,0001

Coértex parietal | Interacdo: F1,92 = 41,05, p<0,0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,92 = 84,82, p<0,0001
Tratamento - F248,58, p<0,0001

Nucleo Interacdo: F1,44 = 49,38, p<0,0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,44 = 88,02, p<0,0001
Tratamento - F1,44 = 185,88, p<0,0001

arqueado

Nucleo Interacdo: F1,92 = 62,23, p<0,0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,92 = 136,85, p<0,0001
Tratamento - F 1,92 = 279,27, p<0,0001

periventricular Grupo salina - p<0,05

Nucleo Interagéo: F1,44 = 32,26, p<0,0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,44 = 65,21, p<0,0001
Tratamento - F1,44 = 254,90, p<0,0001

accumbens

Ponte Interacdo: F1,92 = 81,90, p<0,0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F 1,92 = 161,26, p<0,0001
Tratamento - F1,92, p<0,0001

Grupo salina - p<0,01

Camada Interacdo: F1,92 = 81,90, p<0,0001 Grupo LPS - p< 0,001
Dieta - F1,92 = 146,77, p<0,0001
Tratamento - F1,92 = 400,56, p<0,0001

granular

Camada Interagdo: F1,92 — 95,50, p<0,0001 Grupo LPS - p<0,001
Dieta - F1,92 =175,88, p<0,0001
Tratamento - F1,92 = 451,06, p <0,0001

molecular Grupo salina - p<0,05
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Figura 2 — Expressdo de GFAP nos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS e F1HDLPS no
corpo caloso (A), cortex frontal (B), cortex parietal (C), nucleos arqueado (D), periventricular
(E) e accumbens (F), ponte (G) e camadas granular (H) e molecular (I) do cerebelo. Os
dados foram expressos em média + erro padrdo da média (FNDS, n=6; F1HDS, n 6;
FINDLPS, n=6; FIHDLPS, n=6). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 (ANOVA de duas vias
seguida do teste de Bonferroni).
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Tabela 2 — Expressdo de GFAP em diferentes areas do sistema nervoso central (SNC) da
prole de ratas que receberam dieta normocalorica (ND) e dieta hipercaldrica (HD) - geracao
F1 - observadas com ou sem administracdo de LPS. Dados expressos em média (pixels) *

erro padrao da média.

Area Grupos

FINDS FINDLPS F1HDS F1IHDLPS
Corpo caloso 23380 +£ 1734 129000 + 35880 11180+ 775 36850 + 2093
Cértex frontal 25840 + 1444 85440 + 4787 16780 + 1209 33960 + 1727
Cortex parietal 25640 £ 2031 95060 + 5420 16860 £ 1034 46170 + 2154
Nucleo 19110 + 1828 73000 + 3780 12980 + 1343 30280 + 2771
arqueado
Nucleo 23870 £ 2019 107700 + 6007 10890 + 1268 40960 + 2170
periventricular
Nucleo 15540 + 1515 70610 + 4203 9440 £ 1111 35610 + 2168
accumbens
Ponte 22830 + 1557 103400 + 5486 9953 + 952 38010 + 2137
Camada 18250 £ 942 99420 + 5062 9688 + 1074 40310 + 1881
granular
Camada 18510 + 1053 82230 + 3435 11340 +£882 34900 + 1790
molecular

FANDS - grupo de ratos da geracao F1, cujas maes receberam dieta normocalérica, e que foi tratado
com solucéo salina.

FINDLPS - grupo de ratos da geragédo F1, cujas mées receberam dieta normocaldrica, e que foi
tratado com LPS.

F1HDS - grupo de ratos da geracao F1, cujas maes receberam dieta hipercaldrica, e que foi tratado
com solucéo salina.

F1HDLPS - grupo de ratos da geragdo F1, cujas méaes receberam dieta hipercalérica, e que foi
tratado com LPS.
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FOND FOHD

Figura 3A — Fotomicrografias do corpo caloso nos grupos FOND e FOHD. Marcac¢ao imuno-
histoquimica para GFAP. Obj. 40x.

FOND FOHD

Figura 3B — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD no cértex frontal. Marcagéo imuno-
histoquimica para GFAP. Obj. 40x.

FOND FOHD

Figura 3C — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD no cortex parietal. Marcacao
imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FOND FOHD

Figura 3D — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD no nudcleo arqueado. Marcagéo
imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.

FOND FOHD

Figura 3E — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD no nucleo periventricular. Marcagéo
imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.

FOND FOHD

Figura 3F — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD na ponte. Marcagdo imuno-
histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FOND FOHD

Figura 3G — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD na camada granular do cerebelo.
Marcacédo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.

FOND FOHD

Figura 3H — Fotomicrografias dos grupos FOND e FOHD na camada molecular do cerebelo.
Marcagéo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS FIHDS

FINDLPS F1IHDLPS

Figuro 4A — Fotomicrografias do corpo caloso nos grupos FINDS, F1HDS, F1INDLPS,
F1HDLPS. Marcacgéao imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS F1HDS

Figuro 4B — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS, FIHDLPS no cortex
frontal. Marcacéo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS F1HDS

FINDLPS F1IHDLPS

Figuro 4C — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS, FIHDLPS no cortex
parietal. Marcacdo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS FIHDS

F1IHDLPS

Figuro 4D — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS, F1IHDLPS no nucleo
arqueado. Marcagdo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS FIHDS

FINDLPS F1IHDLPS

Figuro 4E — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS, FIHDLPS no nucleo
periventricular. Marcacao imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDLPS

Figuro 4F — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS, F1HDLPS na ponte.
Marcacédo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS FIHDS

FINDLPS F1IHDLPS

Figuro 4G — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1IHDS, FINDLPS, FIHDLPS na camada
granular do cerebelo. Marcacao imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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FINDS FIHDS

Figuro 4H — Fotomicrografias dos grupos FINDS, F1HDS, FINDLPS, FIHDLPS na camada
molecular do cerebelo. Marcagdo imuno-histoquimica para GFAP. Obj. 40x.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram com clareza que a ingestdo de
uma dieta hipercaldrica foi capaz de alterar a resposta astrocitaria, caracterizada por
um aumento da expressao de GFAP em todo o SNC da geracédo FO e sugestiva de
possivel resposta neuroinflamatoéria generalizada. Além disso, mostram também os
efeitos transgeracionais de uma dieta rica em gordura, uma vez que os filhotes de
maes que receberam HD expressaram menos GFAP no SNC mesmo apos desafio
com LPS, sugerindo possivel efeito adaptativo e de reprogramacédo as condi¢cdes
alimentares maternas mesmo antes da gestacao.

Pode-se observar no grupo FOHD um aumento significativo da expressao da
GFAP em resposta a HD em todas as areas do encéfalo analisadas neste estudo.

Um grande namero de estudos aborda a neuroinflamacdo causada por HD,
centrando-se, no entanto, principalmente na regido hipotalamica, uma vez que é no
hipotdlamo que se encontra o centro de controle metabdlico e da homeostase
energética (KALIN et al., 2015; YANG, 2015; BUCKMAN; ELLACOTT, 2014).

Chowen et al. (2016) também apresentam dados de que ratos em condicdes
de sobrepeso por terem sido expostos a HD por um periodo de tempo prolongado
apresentam aumento na expressao de GFAP no hipotalamo, em especial no nacleo
arqueado.

A resposta inflamatoria hipotalamica manifesta-se rapidamente, sendo ativada
por ingestdo de HD e ocorrendo antes mesmo do aumento de peso corporal ou da
inflamacéo sistémica (CHOWEN et al., 2016; THALER et al., 2012). E provavel que
esse rapido efeito de astrogliose em resposta a ingestdo de HD esteja diretamente
ligado a componentes alimentares, tais como o0s acidos graxos, sobre essas células
gliais (CHOWEN et al., 2016; GAO et al., 2014; GUPTA et al., 2012).

Tais dados vém ao encontro dos achados na geracdo FO, na qual se
observou significante aumento da expressdo de GFAP nos nulcleos arqueado e
periventricular do hipotalamo, muito embora, essa resposta tenha sido extensiva
também a outras areas do SNC, como o cortex frontal, o cortex parietal, o corpo
caloso, o nucleo accumbens, a ponte e as camadas molecular e granular do
cerebelo.

Ainda foi pouco estudada a neuroinflamacédo ap6s HD em outras areas do

encéfalo além do hipotalamo, mas alguns autores ja exploraram o assunto, como,
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por exemplo, Buckman et al. (2013), que observaram um aumento da expressao de
GFAP em regides extra-hipotalamicas, tais como o hipocampo, a habenula medial, a
capsula interna e o nucleo reticular talamico; Guillemot-Legris et al. (2016)
analisaram em seu estudo a expressédo de componentes inflamatoérios, tais como IL-
18, TNF-a e COX-2 no cortex cerebral e no cerebelo apés consumo de HD. A regido
cerebelar respondeu com maior intensidade, enquanto o cortex cerebral néo
apresentou resposta significativa a HD em relacdo a expressdo dos componentes
pré-inflamatérios citados. Os autores atribuem esse fato a teoria de que cada area
do SNC responde e se adapta de maneiras diferentes aos estimulos de agressao
tecidual, o que parece nao ser observado no presente estudo, j4 que todas as &reas
analisadas da geracdo FO responderam significativamente a HD. Pode-se
considerar, porém, que tal discordancia resulte de diferencas em relacdo aos
modelos experimentais utilizados e a maneira como a neuroinflamacédo foi
caracterizada nos diferentes estudos.

De Kloet et al. (2014) concluiram que, apos um consumo de HD durante oito
semanas, acontecia a ativacdo da cascata inflamatéria ndo somente em regides
hipotalamicas, mas também em regides frontais do encéfalo, como o 6érgao
subfornical, regido essa que desempenha importante papel na regulacdo e na
manutencao da fungéo cardiovascular e da presséo arterial.

Em 2014, Cheon et al. realizaram um estudo no qual compararam os efeitos
da astrogliose no septo cerebral por meio da expressdo da GFAP em ratos que
receberam HD e ND antes de um evento de isquemia cerebral transitéria. Em seus
achados, puderam concluir que os ratos que consumiram HD tiveram maior
neuroinflamacdo que os ratos que consumiram ND, apresentando,
consequentemente, morte neuronal mais pronunciada, uma vez que a ativacao glial
conduz a morte neuronal ap6s danos isquémicos no SNC por meio de mecanismos
de excitotoxicidade (PETITO; HALABY, 1993; KATO et al., 1995).

Podemos, assim, afirmar que existe maior resposta neuroinflamatéria em
individuos que, em algum momento de sua existéncia, tiveram obesidade induzida
por consumo de HD, embora sejam ainda pouco conhecidos os efeitos sobre o
comportamento astrocitario das geracdes futuras desses individuos obesos.

Durante a gravidez e o periodo neonatal, o individuo responde ao seu
ambiente por meio da criagdo de vias anatdmicas, fisiolégicas e bioquimicas que
moldam sua futura saude (PEREZ-TORRERO et al., 2003; JOAQUIM et al., 2015).
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No presente estudo, o grupo F1IHDLPS mostrou reducdo significativa na
resposta astrocitaria de expressdo da GFAP ao desafio com LPS quando
comparado ao grupo FINDLPS, sugerindo uma possivel adaptacdo e
reprogramacao neuroimunoldgica da prole de ratas obesas e, mesmo quando nao
desafiadas com o LPS, o nucleo periventricular, a ponte e a camada molecular do
cerebelo expressaram menos GFAP no grupo F1HDS que recebeu injecdo de
solucéo salina. Evidéncias experimentais e clinicas mostram que a programacao do
desenvolvimento corporal pode ser vista como fenbmeno transgeracional adaptativo,
Cujos mecanismos sdo epigenéticos. A alimentacdo excessiva da mée pode definir
padrbes especificos de distribuicdo da gordura corporal e de expressao de
parametros relacionados ao processo inflamatorio e a atividade metabdlica de sua
prole (JOAQUIM et al., 2015).

Varios estudos demonstram que a administracdo de LPS é capaz de
promover neuroinflamagéo, geralmente evidenciada por uma maior expressdo da
GFAP (BIESMANS et al., 2013; DE SOUSA et al., 2015; HUANG et al., 2015).

Modelos experimentais com administracdo de LPS demonstram que esse se
liga a receptores Toll-like (TLR) de macrofagos, desempenhando importante fungéo
na ativagdo da resposta imune adaptativa e resultando na amplificacdo de
disfuncdes crénicas do metabolismo, como a aterosclerose e a resisténcia a insulina
(NUNEZ-RUIZ et al., 2016).

Nossos achados vao ao encontro dos resultados do trabalho de Joaquim et al.
(2015), que observaram que ratos nascidos de maes que consumiram HD antes
mesmo da gestacdo mostraram significativa reducdo da astrogliose em relacdo ao
grupo controle apos desafio com LPS para observacdo do comportamento doentio.

Bilbo e Tsang (2010) observaram que filhos de ratas que consumiram HD
apresentaram aumento significativo dos marcadores de células da microglia, tais
como CD11b, TLR2, TLR4, IL-1B e IL-6. Esses marcadores aumentaram nas areas
do hipocampo ao nascimento, no desmame e na idade adulta e um aumento notavel
desses marcadores também foi observado apds o desafio com LPS.

Os efeitos da HD sobre a fungcédo astrocitaria constitui um assunto pouco
discutido e explorado, tendo em vista a pequena quantidade de estudos publicados
nesta linha de pesquisa, tanto sobre os efeitos transgeracionais da dieta

hipercaldrica quanto da privagdo alimentar materna sobre as células do SNC,
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neuronais ou nao-neuronais, o que ainda dificulta a compreensdo dos possiveis
mecanismos envolvidos para elucidagao dos resultados observados.

Mais estudos sobre os efeitos transgeracionais da dieta sdo necessarios para
gue possamos desvendar e entender os mecanismos envolvidos nos processos de

reprogramacéo, sobretudo nas células gliais do SNC.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que o consumo de uma dieta hipercaldrica ingerida na puberdade
provocou astrogliose nas areas do SNC analisadas (corpo caloso, cortex frontal e
parietal, ndcleo accumbens, nudcleos periventricular e arqueado do hipotalamo,
ponte, camadas granular e molecular do cerebelo) das ratas do grupo FOHD, quando
comparadas com aguelas que receberam dieta normocalérica no mesmo periodo
(grupo FOND), com aumento significativo na expressao astrocitaria de GFAP.

A expressao astrocitaria de GFAP na prole das ratas que receberam dieta
hipercalérica na puberdade foi também modificada. Ratos cujas maes ingeriram
dieta hipercal6rica antes mesmo da gestacdo apresentaram menor expressao de
GFAP nas mesmas areas do SNC previamente descritas apos desafio com LPS
(grupo F1HDLPS), em relagdo ao grupo cujas mées receberam dieta normocalérica
(grupo FAINDLPS), sugerindo, assim, efeito adaptativo da reagéo astrocitaria.
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