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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Nathalie Vieira Rosa de Souza Obadia Pereira

A sindrome metabdlica (SM) € definida como um estado pré-inflamatoério de
baixo grau, no qual fatores metabdlicos e cardiovasculares anormais aumentam
o risco de desenvolver doenca cardiovascular e neuroinflamagédo. Eventos como
0 acumulo de tecido adiposo visceral, aumento das concentracdes plasmaticas
de acidos graxos livres, hipdxia tecidual e hiperatividade simpéatica na SM,
podem contribuir para a ativacéo direta ou indireta dos receptores do tipo Toll
(TLR), especificamente o TLR-4, considerado como um receptor envolvido em
todos os componentes desta sindrome. A ativacdo da resposta imune inata, via
TLR4 pode contribuir para este estado de inflamacédo crbnica e pode estar
relacionada com a neuroinflamacéo e neurodegeneracdo observadas na SM.
Neste estudo, investigamos o papel dos receptores TLR4 na microcirculagcéo
cerebral e no desempenho cognitivo de camundongos com SM induzida por dieta
hiperlipidica (HFD). O modelo de SM induzido por HFD em camundongos
acarreta em alteracbes metabdlicas, hemodindmicas e microcirculatérias
evidenciadas pela rarefacdo capilar, aumento do rolamento e adesdo de
leucocitos em vénulas poés-capilares e disfuncdo endotelial, que estdo
diretamente relacionadas ao declinio cognitivo e neuroinflamacdo. O mesmo
modelo de SM reproduzido em camundongos que possuem uma mutacao
genética, que os torna deficientes para o TLR4, ndo gera tais alteragdes.
Também demonstramos que a substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta
normolipidica € capaz de reverter as alteragdes inflamatorias na microcirculagéo
cerebral e este efeito, possivelmente, esta relacionado a menor ativacdo do
TLRA4. Ainda verificamos que a ingestdo de HFD por uma semana néo é capaz
de induzir alteragbes microcirculatérias e inflamatorias cerebrais nos animais
controles e mutantes para o TLR4-HFD. Portanto, nossos resultados
demonstram que o TLR4 estd envolvido na disfungdo microvascular e
neuroinflamacédo associada a SM induzida por HFD e, possivelmente,
desempenham um papel causal no desenvolvimento do declinio cognitivo.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Nathalie Vieira Rosa de Souza Obadia Pereira

Metabolic syndrome (MS) is defined as a low-grade pro-inflammatory state in
which abnormal metabolic and cardiovascular factors increase the risk of
developing cardiovascular disease and neuroinflammation. Events such as the
accumulation of visceral adipose tissue, increased plasma concentrations of free
fatty acids, tissue hypoxia and sympathetic hyperactivity in SM may contribute to
the direct or indirect activation of Toll-like receptors (TLR), specifically TLR-4,
considered as a receptor involved in all components of this syndrome. Activation
of the innate immune response via TLR4 may contribute to this state of chronic
inflammation and may be related to neuroinflammation and neurodegeneration
observed in MS. In this study, we investigated the role of TLR4 receptors in the
brain microcirculation and in the cognitive performance of high fat diet (HFD)-
induced MS mice. The HFD-induced MS model leads to metabolic, hemodynamic
and microcirculatory alterations evidenced by capillary rarefaction, increased
rolling and leukocyte adhesion in post-capillary venules and endothelial
dysfunction, which are directly related to cognitive decline and
neuroinflammation. The same model of MS reproduced in mice that have a
genetic mutation, which makes them deficient for TLR4, does not generate such
changes. We also demonstrated that the replacement of the HFD by the
normolipid diet is able to reveal the inflammatory changes in the cerebral
microcirculation and this effect is possibly related to the lower activation of the
TLR4. We also observed that the ingestion of HFD for one week is not able to
induce cerebral microcirculatory and inflammatory changes in the control and
TLR4 mutant animals. Therefore, our results demonstrate that TLR4 is involved
in microvascular dysfunction and neuroinflammation associated with HFD-
induced MS and possibly play a causal role in the development of cognitive
decline.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a expectativa meédia de vida dos individuos em todo o mundo
aumentou consideravelmente; isto pode ser atribuido aos avancos no
conhecimento das doencas e a sua aplicacdo nos sistemas de saude. No
entanto, o aumento da longevidade ndo esta necessariamente relacionado ao
aumento na qualidade de vida do individuo. Na verdade, geralmente &
acompanhada por uma maior prevaléncia de doencas crénicas, como doencas
metabolicas, incluindo obesidade e diabetes mellitus. Nas Ultimas décadas,
observou-se que o diabetes e obesidade podem ser fatores de risco para o

desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (1).

A obesidade é considerada uma pandemia, segundo a Organizacdo
Mundial de Saude em 2014, 39% dos adultos com 18 anos ou mais (38% dos
homens e 40% das mulheres) apresentavam excesso de peso. No entanto, a
prevaléncia mundial de obesidade quase dobrou entre 1980 e 2014. Assim, mais

de meio bilhdo de adultos em todo o mundo sé&o classificados como obesos (2).

E de fundamental importancia a compreensdo da fisiopatologia e dos
fatores de risco de uma série de doencgas crdnicas com o conceito precursor da
inflamacéo, entre elas a obesidade e a diabetes mellitus. Neste contexto também
esta inserida a sindrome metabdlica (SM) que juntas tém sido considerada as
maiores causas de morbimortalidade em todo mundo. Todas as alteracdes que
envolvem o diagndstico da SM evidenciam as consequéncias do estilo de vida
moderno, com aumento de sua prevaléncia em diferentes idades e com

proporcdes epidémicas e pandémicas nos ultimos anos (3-5).

1.1 A Sindrome Metabdlica

A SM ¢é definida como um conjunto de fatores de risco para doenca
cardiovascular (DCV), diabetes e doencas neurodegenerativas e esta
associada a resisténcia a insulina (RI), hiperglicemia, distribuicdo central da

gordura corporal, dislipidemia e hipertenséo arterial. As alteracdes metabdlicas



gue caracterizam a SM sao multifatoriais e complexas, incluindo influéncias
ambientais e genéticas (6, 7). A SM tornou-se comum, tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento e hoje j& € vista como uma
sindrome endémica, comum a ambos 0s sexos e a todos 0s grupos étnicos,
porém sua prevaléncia esta relacionada a idade, sendo esta maior em idosos
(8). Individuos com SM apresentam 2 a 3 vezes maior morbimortalidade

cardiovascular que individuos sem a sindrome (9).

Atualmente, o critério mais comumente aceito para o diagnoéstico da SM é
o do National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel |l (NCEP-
ATP IlI), que inclui os critérios relacionados na tabela 1, tendo a obesidade
abdominal como um componente chave (mas ndo necessario). A presenca de

trés ou mais destes componentes alterados constitui um diagndstico clinico.

Tabela 1 Critérios para o diagndéstico clinico da sindrome metabdlica

Medidas Pontos de corte

Circunferéncia abdominal =102 cm em homens

aumentada = 88 cm em mulheres

Triglicérides elevados =150 mg/dl (1,7 mmol/L)

Niveis reduzidos de HDL- <40 mg/dl (1.0 mmol/L) em homens e < 50
Colesterol mg/dl (1.3 mmol/L) em mulheres

Pressao arterial elevada Sistolica 2130 e/ou diastolica = 85 mmHg

Glicemia de Jejum elevada =100 mg/dl

Apesar de nao fazerem parte dos critérios diagnosticos da SM, varias
outras condi¢des estao frequentemente a ela associadas, tais como: estado proé-

inflamatorio, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo (10).

A inflamacéo é um estado inerente a obesidade. Embora alguns autores
defendam que a obesidade seja resultado da doenca inflamatoria (11),
evidéncias sugerem que o processo inflamatério pode ser consequéncia de
alteracdes provenientes da obesidade (12). A possivel relacdo entre SM e
inflamacé&o € a RI, pois uma vez presente, favorece também a manutencdo do

estado inflamatdrio crénico. Independente do agente iniciante, a relacdo entre Rl
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e processo inflamatorio é bidirecional, ou seja, um processo inflamatorio crénico
induz a RI, e esta, por sua vez acentua o processo inflamatorio (13). Embora a
busca por estes estimulos inflamatérios estivesse centrado em infeccdes, as
evidéncias atuais mostram que habitos alimentares podem ser a fonte mais

importante na geracao destes estimulos. (12).

A obesidade € caracterizada pelo ao aumento do tecido adiposo visceral,
que requer maior demanda de oxigénio, porém o aumento na perfusdo
sanguinea nao é suficiente para suprir a necessidade metabdlica destas células.
Com isso, ocorre a hipoxia e consequentemente a inflamacéo tecidual (14). Esta
resposta inflamatoria  continua culmina em uma  desregulacdo
neuroimunoenddécrina que é responsavel pelas anormalidades metabdlicas e
morbidades observadas na SM (15, 16). Nesse caso, o fator desencadeante € o
excesso de nutrientes (17) o qual se manifesta primariamente com aumento do
tamanho do adipdcito (hipertrofia) seguida do aumento do seu numero
(hiperplasia) (18).

Essa adipogénese implica na diferenciacdo de pré-adipécitos em
adipécitos maduros, 0s quais secretam adipocinas (19), que podem ter efeitos
autocrinos, paracrinos e enddcrinos (20). Sendo assim, o estado inflamatdrio que
acomete individuos obesos €é denominado inflamacdo metabdlica ou
metainflamagé&o (21). Todo esse processo altera a fisiologia do tecido adiposo
tornando-o um tecido disfuncional. Dentre as caracteristicas dessa disfuncéo, a
massa adiposa vai apresentar mudangas na sua composicao celular como, por
exemplo, aumento na quantidade de células inflamatorias, principalmente os
macrofagos, tal recrutamento ocorre principalmente através da sinalizacao
quimiotatica, via MCP-1 e IL-8, que € liberado pelos adipécitos. Uma vez
infiltrados no tecido adiposo, nos estagios avancados da obesidade, os
macrofagos participam do evento inflamatério produzindo mais citocinas,

perpetuando o estado inflamatdrio na SM (22).

Este estado inflamatério cronico, porem de baixa intensidade, associado
a outros eventos presentes na SM, como 0 aumento das concentracdes
plasmaticas de acidos graxos livres, hipoxia tecidual e hiperatividade simpatica,

podem contribuir para a ativacado direta ou indireta da reposta imune inata. Os



receptores do tipo Toll (TLR), especificamente o TLR-4, sédo considerados como

receptores envolvidos em todos os componentes desta sindrome (23).

1.2 Receptores do tipo Toll e a Sindrome Metabdlica

Os TLRs séao receptores que desempenham um papel fundamental no
sistema imune inativo e adaptativo (24, 25). Eles sdo homologos do Toll, um
receptor encontrado em insetos, envolvidos tanto no estabelecimento da
polaridade dorsoventral durante a embriogénese quanto na resposta imune
contra infec¢des fungicas (26). Ja foram descritos mais de 10 membros da
familia dos TLRs em mamiferos (11 em humanos e 13 em camundongos). A
maioria dos TLRs est& localizada na superficie celular, com excecédo de TLR 3,
7, 8 e 9, que se apresentam principalmente nos endossomos (27).

Embora seja expresso principalmente em células imunes, também foram
identificados TLRs em diferentes tipos celulares, incluindo o cardiomidcitos,
neurbnios e células endoteliais. Os TLRs reconhecem padrdes moleculares
associados a patdégenos (“Pathogen-Associated Molecular Patterns”, PAMPs) e
a danos teciduais (“Damage-Associated Molecular Patterns”, DAMPs) em vez de

epitopos moleculares especificos. Como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 Receptores do tipo toll (TLRs) e seus ligantes Os TLRs 1, 2, 46 e 11 localizam-se
na superficie celular e os TLRs 3 e 7-9 em células endossdmicas (TLRs intracelulares). Os TLRs
da superficie celular respondem a produtos da membrana microbiana, como lipidios,
lipoproteinas e proteinas, enquanto TLRs intracelulares reconhecem acidos nucléicos derivados
de bactérias e virus. Adaptado de Goulopoulou e colaboradores, 2016 (25).

Diversas proteinas transmembranares desempenham papel de co-
receptores na sinalizacdo dos TLRs e a capacidade desses receptores de
cooperarem com proteinas acessoérias aumenta a gama de ligantes que estes
receptores sao capazes de reconhecer (25). O cluster de diferenciacéo (CD) 14
e o antigeno linfocitario MD2 séo co-receptores de TLR4 e desempenham um
papel no reconhecimento dos lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-

negativas, que constituem o principal ligante, mas ndo o Unico do TLR4 (27).

Diferentes TLRs desencadeiam respostas biolégicas especificas. Por
exemplo, TLR3 e TLR4 geram respostas com a producéo de interferon tipo | e
citocinas inflamatérias, enquanto TLR1-TLR2, TLR2-TLR6 e TLR5 induzem
principalmente a producédo de citocinas inflamatoérias. Essas diferencas ocorrem
pela presenca de moléculas adaptadoras contendo o dominio TIR, incluindo
MyD88, TIRAP (Mal), TRIF e TRAM, que sao recrutados por TLRs distintos e

ativam diferentes vias de sinalizac&o (28).



Cada TLR tem sua propria via de sinalizacao intrinseca e induz respostas
biologicas especificas. Quando algum PAMP ou DAMP é reconhecido por algum
TLR especifico, a proteina MyD88 recruta as cinases associadas ao receptor da
interleucina-1(IRAK-1 e IRAK-4) para ativar o fator 6 associado ao receptor do
fator de necrose tumoral (TRAFG6). Este ativa o fator de crescimento 3 associado
a cinase 1 (TAK1), que, por sua vez, promove a ativagdo do complexo IKK
formado por duas subunidades cataliticas (IKKa e IKKB) e por uma subunidade
regulatoria (NEMO/ IKKy). Este complexo promove a fosforilagdo do IkB e a sua
degradacéo resulta no fator de transcricéo nuclear (NF-kB), que sera translocado
ao nucleo para induzir a expresséo das citocinas inflamatdrias, das moléculas de

adesdo e das moléculas coestimulatérias (25, 27, 28).

O TLR4 é o unico TLR que usa as quatro proteinas adaptadoras e ativa
0s caminhos dependentes de MyD88 e TRIF (Figura 2). O TLR4 inicialmente
recruta o TIRAP na membrana plasméatica e, subsequentemente, facilita o
recrutamento de MyD88 para desencadear a ativacao inicial de NF-kB e MAPK
(29). O TLR4 sofre endocitose e é levado para o endossomo, onde forma um
complexo de sinalizagdo com TRAM e TRIF, em vez de TIRAP e MyD88, para
iniciar a via TRIF-dependente que leva a ativacao de IRF3, bem como a ativacéo
de fase tardia de NF-kB e MAPK (29, 30). Assim, o TLR4 ativa a via dependente
de MyD88 antes da via dependente de TRIF (28).
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Figura 2 Via de sinalizac&o do TLR4 O TLR4 forma um complexo com MD2 para reconhecer o
LPS. Cinco das seis cadeias lipidicas do LPS se ligam ao MD2 e a cadeias lipidica restante
associa-se ao TLR4. A formagdo de um receptor multimero composto por duas copias do
complexo TLR4-MD2-LPS, transmite os sinais para a ativacdo da fase inicial do NF-kB
recrutando os adaptadores contendo o dominio TIR TIRAP (Mal) e MyD88 (via dependente de
MyD88). O TLR4-MD2-LPS complexo é entdo internalizado e retido no endossomo, onde
desencadeia a transdugéo de sinal recrutando TRAM e TRIF, que leva a ativacdo de IRF3 e NF-
kB de fase tardia para a inducéo de interferon tipo | (via TRIF-dependente). A ativacao de fase
inicial e final do NF-kB é necessaria para a indugéo de citocinas inflamatérias.

O TLR4 tem sido apontado como um elo celular entre a inflamacéo e a
resisténcia a insulina (31). Além do LPS, o TLR4 pode ser ativado por acidos
graxos livres saturados durante o estado hiperlipidémico associado a obesidade
e secundario a ingestéo prolongada de uma dieta rica em gordura (32). Ainda, a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada, a proteina de alta mobilidade do
grupo 1 (HMGB1), a proteina de choque térmico 60 (HSP) e a fibronectina
também ja foram descritas como ativadores do TLR4 (24).



Na SM também ocorre 0 aumento da permeabilidade intestinal com
translocacdo bacteriana e o0 extravasamento de LPS, promovendo a
endotoxemia metabdlica e consequentemente um estado de inflamacé&o de baixa
intensidade, resultante da interacdo entre as bactérias luminais e o sistema
imunologico do hospedeiro, este fato ocorre principalmente pelo reconhecimento
dos antigenos bacterianos por TLR4, NOD1 e CD14 em células dendriticas
intestinais (33). A interagao entre estes receptores e o LPS ativa a inflamacgé&o da
mucosa e favorece a translocacéo bacteriana (34), através da ativagédo da via do

NF-KB, perpetuando o ciclo inflamatério no individuo.

1.3 Sindrome Metabdlica e a Neurodegeneracao

A desregulacéo do tecido adiposo parece ter um papel crucial na iniciagao
e manutencdo dos eventos inflamatorios na SM (35). A ativacdo da resposta
imune inata através dos TLRs pode contribuir para o estado de inflamacao
cronica; no entanto, a correlacdo desta ativacdo com a neuroinflamacao e
neurodegeneracdo observadas na SM ainda ndo estd bem caracterizada.
Embora varios mecanismos tenham sido propostos para vincular a SM e seus
fatores abrangentes ao declinio cognitivo (36), pouco se sabe sobre as
alteracOes cerebrais que ocorrem em pessoas com SM e que afetam

negativamente a cognicao, além do envelhecimento normal.

Os fatores que incluem a SM s&o conhecidos como fatores de risco
cerebrovasculares e tém sido relacionados a redugdes no fluxo sanguineo
cerebral (FSC) (37, 38). A integridade estrutural e funcional do cérebro depende
de um fornecimento vascular continuo de oxigénio e glicose e, se o FSC for
interrompido, os neurbnios deixam de funcionar e morrem rapidamente. A
exposicdo regular a altas cargas lipidicas, mesmo antes do inicio da obesidade,
leva a respostas inflamatdrias que sdo acompanhadas de disfuncao

microvascular (39, 40).

A microcirculacdo regula o suprimento de oxigénio e nutrientes,
determinando o fluxo sanguineo para o tecido através da regulacdo da
resisténcia vascular ao nivel arteriolar (41). O aumento do estresse oxidativo e

citocinas inflamatdrias observados na SM leva a mudangas no equilibrio
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vasomotor, acarretando no aumento de expressédo de moléculas de adesao no
endotélio e, portanto, o leito microvascular pode servir como ponto de entrada
para as células inflamatdrias nos tecidos, contribuindo para o agravamento de

lesBes teciduais em 6érgdos-alvo (16, 40).

Evidéncias propdem que a disfungdo microvascular cerebral poderia
preceder as alteracdes neurodegenerativas na SM, este fato seria relacionado
principalmente devido a acdo vascular da insulina que estd associada a
densidade capilar estrutural e vasodilatacdo dependente do endotélio, (42, 43).
A insulina pode, de fato, induzir recrutamento capilar e redirecionar o fluxo de
sangue para leitos capilares ndo perfundidos, (42, 44, 45). Portanto, a resisténcia
dos tecidos periféricos a acdo da insulina também pode perpetuar o estado
inflamatorio na SM além de contribuir para a rarefacdo microvascular e

consequentemente redugao do FSC (43, 46-48).

O acometimento do sistema nervoso central (SNC) na SM se da por
diversas vias de ativacdo que incluem a ativagdo do sistema imune inato, nos
quais estéo presentes o TLR4 (25, 31, 49, 50). O aumento da expressao desses
receptores, em regibes cerebrais, como o hipocampo e neocértex (51),
contribuem para o aumento da neuroinflamacéo, com ativacdo de microglia,
astrogliose e neurotoxicidade por ativacdo glutamatérgica e processos
oxidativos, que levam a um processo cronico e gradativo de morte neuronal e

neurodegeneracédo (51-53).

1.4 A unidade Neurovascular

A regulacdo neural da microcirculacdo cerebral é feita pela unidade
neurovascular (UNV), que € composta por neurdnios, interneurénios, astrocitos,
vasos sanguineos e pericitos (figura 3). Cada componente esta intima e
reciprocamente ligado entre si, estabelecendo uma relagdo anatomica e
funcional, o que resulta em um sistema altamente eficiente de regulacao do fluxo

sanguineo cerebral (54).

Os neurdnios detectam variagdes muito pequenas no suprimento de

nutrientes e oxigénio e transformam esses sinais em mensagens elétricas e



quimicas para interneurbnios ou astrécitos adjacentes. Em resposta a esses
sinais, 0s mecanismos de ajuste necessarios sdo ativados (55). Quando
necessario, um neurdnio se comunica com 0S vasos através dos astrocitos,
diretamente ou através de um interneurénio, influenciando, assim, o ténus
vascular e, consequentemente, o suprimento de sangue para a area ao seu redor
(54).

Capilares
cerebrais

Capilar cerebral
11— Célula
N ':\ endotelial

Figura 3 Localizagdo e composicdo da unidade neurovascular (UNV). O leito vascular é
composto por células endoteliais dos capilares cerebrais, que apresentam o fendtipo da barreira
hematoencefélica (BHE). Os pericitos estdo localizados na mesma membrana basal das células
endoteliais e ambos os tipos de células sédo envolvidos pelas extremidades astrocitarias. Os
astrocitos constituem o elo entre os componentes vascular e nervoso da UNV, pois estdo
envolvidos tanto na funcdo neuronal quanto no surgimento e manutencéo do fendtipo da BHE.
Adaptado de: Fabien Gosselet e colaboradores, 2013. (56)

Os astrécitos tem um papel fundamental na formacdo da barreira
hematoencefélica, controlando a regulacdo da entrada de substratos e saida de
produtos residuais bem como a regulagao da microcirculacao local (54). Alguns
estudos tém apontado o papel crucial dos astrocitos no controle dindmico da
microcirculacdo cerebral e sugerem um papel fisiolégico na vasodilatacéo
cerebral como resposta ao aumento da atividade neural (57-59). Os processos
astrogliais e as terminagfes astrocitarias ao redor dos vasos sanguineos
cerebrais formam um dos elementos-chave da barreira hematoencefalica e de

fundamental importéancia para a comunicacdo neurovascular (60). Sua
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localizac&o estratégica entre capilares e neurénios tém um papel especial na

homeostase ibnica, aminoacidos, neurotransmissores e agua do cérebro (61).

Portanto, os astrécitos constituem o elemento central da UNV através da
sua interacdo com os demais componentes, principalmente através de funcdes
sinérgicas envolvendo os diferentes tipos celulares. Os transmissores e
moduladores liberados por neurdnios, astrécitos e o endotélio permitem a
sinalizacado complexa entre células da UNV, e muitas caracteristicas do fenotipo
da BHE estdo sujeitas a modulacdo em condi¢des fisioldgicas ou patoldgicas.
Por exemplo, a abertura das juncdes oclusivas da BHE pode ocorrer em
condicbes normais para permitir a passagem de fatores de crescimento e
anticorpos para o cérebro e na inflamacéo pode contribuir para o0 edema cerebral
(61).

Os astrécitos juntamente com as microglias participam da génese da
resposta imune inata no SNC (62). A localizacdo destas células na barreira
hematoencefélica, ou proxima a ela, provavelmente as tornam sentinelas no
parénquima cerebral (63, 64). Diferentes tipos de TLRs ja foram identificados em
microglia e astrocitos e ambos os tipos gliais sdo responsivos a varios ligantes
de TLRs, implicando seu papel no reconhecimento dos PAMPs (65). Além disso,
evidéncias relacionam os TLRs a lesdes do SNC, presumivelmente através do
reconhecimento de “sinais de perigo” endogenos DAMPs, ja que os ligantes

classicos de TLR microbianos néo estariam presentes (66).

A expresséo dos TLRs no SNC e seu papel como receptores para DAMPs
sugere que o0s TLRs podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da neuroinflamagdo no tecido cerebral em estados
inflamatorios crénicos como a SM (66). Como a UNV é uma estrutura vital na
homeostase cerebral, o mau funcionamento de um ou mais de seus
componentes pode ter consequéncias sérias (67). Fatores de risco genéticos,
além de condicdes vasculares, como hipertensdo, diabetes, infarto,
aterosclerose e hiper-nomocisteinemia. Foram descritos como fatores que levam

a alteracdes na UNV.
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1.4.1 Microglia

A microglia, descrita inicialmente em 1932 por Pio Del Rio Hortega (68),
tem como principal funcéo a defesa imune do SNC, sendo, em geral, recrutada
apos infecgdes, lesbes ou doengas degenerativas do sistema nervoso. Quando
ativada, a microglia sofre mudancas morfoldgicas, tornando-se capaz de
proliferar intensamente e realizar fagocitose. A ativacdo dessas células tém
importantes consequéncias fisiopatolégicas em doencas infecciosas e
neurodegenerativas (69). O TLR4 é altamente expresso em microglias, e sua via
de sinalizacdo estd implicada em fendtipos microgliais ativados, que séao
responsaveis pelos efeitos adversos da obesidade no hipocampo e em outras

regides cerebrais (70).

Em condic¢bes fisiologicas normais, a microglia desempenha um papel
importante no aumento das taxas de sobrevivéncia neuronal, liberando
neurotrofinas (71). As microglias também mantém os terminais sinapticos e

regulam circuitos neuronais por meio da poda sinaptica (72).

A microglia pode ser classificada em dois diferentes fendtipos. Um € o
fendtipo inflamatdrio (fendtipo M1), que é chamado de “estado de ativacao
classico”. O outro é o fendtipo anti-inflamatério (fenétipo M2), denominado
“estado de ativacao alternativo” (73, 74). A microglia com fen6tipo M1 pode ser
ativada por LPS e citocinas inflamatérias, como: IL-183, IL-6, TNFa e IFNy (75-
77). Em contraste, a microglia com fenétipo M2 pode ser ativada por citocinas
anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-10 (78). Também ja foi descrito que o fenotipo
M1 é caracterizado por uma morfologia ameboide, com processos curtos e
espessos e um grande soma. Ja o fendtipo M2 tem a sua morfologia mais

ramificada com processos complexos longos e finos e um pequeno soma (79).
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese

A hipotese deste trabalho € que ao longo do estabelecimento da SM, a
ativacdo da resposta inume inata através dos receptores do tipo toll 4 gere um
sistema de retroalimentacdo positiva, que contribua para a progressao de
diversos aspectos fisiopatologicos, relacionados a neurodegeneracdo e ao

comprometimento cognitivo.

2.2 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho € investigar a participacdo do TLR4 nas
alteracdes microvasculares cerebrais e a relacdo da ativagéo desses receptores
com a neurodegeneracdo em um modelo animal de sindrome metabdlica

induzido por dieta hiperlipidica.

2.3 Objetivos especificos

Objetivo 1: Avaliar os efeitos da evolucdo da SM induzida por dieta hiperlipidica
(HFD), sobre a composicao corporal, peso corporal, resisténcia a insulina, perfil

lipidico e parametros hemodinamicos.

Objetivo 2: Avaliar as altera¢gdes do fluxo sanguineo e de parametros funcionais,
estruturais e inflamatérios da microcirculacdo cerebral, antes e durante a

evolugcéo da SM.

Objetivo 3: Investigar a participacdo do TLR4 em todos os parametros citados
acima em camundongos C3H/HeJ, geneticamente deficientes para o TLR4
(TLR4-mut-HFD)

Objetivo 4: Avaliar o impacto da evolucdo da SM induzida por dieta hiperlipidica
da neuroinflamacéo e ativacédo astrocitaria, bem como, investigar a participacao

do TLR4 neste processo.
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3.MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos iSogénicos
machos da linhagem C57BI/6 e camundongos C3H/He e C3H/Hel
provenientes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da FIOCRUZ,
ambos com 8 semanas de vida. Estes animais foram mantidos em sala com
temperatura controlada entre 23-25°C, e livre acesso a racdo e agua. Os
camundongos C3H/HeJ séo usados em diversas areas da pesquisa incluindo
cancer, imunologia e inflamacao, biologia sensorial e cardiovascular; eles
possuem uma mutacdo no terceiro éxon do TLR4, o que compromete a
sinalizacdo do TLR4 (80, 81). Todos os procedimentos experimentais
envolvendo o uso de animais realizados nesta tese foram aprovados pelo
Comité de Etica Animal da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ) L-
038/2015.

3.2 Dieta controle e dieta hiperlipidica

Os animais foram alimentados com dieta controle ou hiperlipidica que
foram manipuladas pela empresa Prag solucdes (Jal, Sdo Paulo — Brasil). A
SM foi induzida através da alimentacdo com ragéo hiperlipidica (HFD) por 24
semanas. O grupo controle recebeu durante o mesmo periodo dieta
normolipidica (AIN93 M). Buscando um resultado mais fidedigno e o
balanceamento energético ideal das dietas controle e hiperlipidica, foram
utiizadas as ragdes desenvolvidas de forma a suprir as necessidades
energéticas dos animais, visando evitar a caréncia nutricional decorrente do
excesso de lipidios na alimentacéo.

Para elaboracdo da dieta controle foram utilizados: amido de milho,
caseina (14%), amido dextrinizado, sacarose, O0leo de soja (4%), celulose
microcristalina, Mix Mineral AIN 93 M (Sddio, Ferro, Manganés, Zinco, lodo,
Cobre, Selénio, Cobalto e Flaor) Mix Vit AIN 93 (vitamina A, vitamina B1,
vitamina B2, vitamina B6; vitamina B12; bitartarato de colina; vitamina D3;

vitamina E; vitamina KE; niacina; biotina e &cido folico), Lisina, Metionina, L-
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cistina, bitartarato de colina e BHT (tertibutilhidroquinona). Para a elaboracéo
da dieta hiperlipidica, foram utilizados os mesmo componentes da racao
controle, mas com alterag6es nas quantidades de caseina (19%), acréscimo de

gordura animal suina (32%) e cloreto de sodio (0,5%).

Tabela 2 Composicao das Racdes

Constituintes Controle Hiperlipidica
(Y%oKcal) (%Kcal)

Amido de milho 48,38 10,26
Amido Dextrinizado 16,10 7,04
Sacarose 10,39 7,04
Caseina 14,55 13,38
Oleo de Soja 9,35 2,82
Banha de porco -- 50,70
Celulose 0 7,92
Mistura salinica 0 0
Mistura vitaminica 1,04 0,70
L-Cistina 0,19 0,13

3.3 Delineamento experimental

Para a avaliacdo dos efeitos do TLR4 frente a dieta hiperlipidica ou dieta

normolipidica, os animais foram divididos em diferentes grupos experimentais:

1) Animais C57BI/6 que foram alimentados com dieta hiperlipidica por

24 semanas.

2) Animais C3H/HeJ (TLR4-mut) que foram alimentados com dieta

hiperlipidica por 24 semanas.

3) Animais C3H/He (WT) e C3H/HeJ que foram alimentados com dieta
normolipidica ou dieta hiperlipidica por 24 semanas.

4) Animais C57BL/6 e C3H/HeJ que foram alimentados com dieta

hiperlipidica por 20 semanas tendo a substituicdo da dieta
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hiperlipidica pela dieta normolipidica nas 4 ultimas semanas,

totalizando 24 semanas de dieta.

5) Animais C3H/He e C3H/HeJ que foram alimentados com dieta

normolipidica ou dieta hiperlipidica por uma semana.

3.4 Medidas de pressdao arterial sistolica e frequéncia cardiaca

Durante o periodo da dieta, foram feitas as medidas de presséo arterial
sistélica (PAS) por pletismografia de cauda. E importante ressaltar que na
semana anterior a medida, os animais foram adaptados ao sistema. As
variaveis hemodinamicas foram avaliadas para verificar se os tratamentos
modificam ou ndo a pressdo arterial. As medidas de PAS foram obtidas
através do método de esfigmomandémetro de cauda, onde o camundongo é
colocado na caixa contensora (Figura 4), a qual é aquecida para promover a
vasodilatacdo na cauda do mesmo. O esfigmomandmetro adaptado para
camundongos € colocado na cauda do animal e insuflado até a obstrucao total

do fluxo sanguineo para a artéria caudal, sendo a obstrucéo do fluxo diminuida

lentamente, até a captacao dos primeiros picos de presséao arterial sistdlica.

NANANANIW

Figura 4 Sistema de medida de presséo - Esquema simplificado do sistema de medida de
presséo caudal utilizado nos experimentos. Um manguito especifico para cauda de camundongo
€ colocado naregiao proximal da cauda, permitindo a oclusdo da artéria caudal quando insuflado.
A presenca de um transdutor de pressdo junto ao manguito permite a deteccdo da pressédo
caudal quando o manguito é desinflado. Os sinais captados sdo processados em sistema
especifico para esta finalidade.
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Os valores de PAS foram captados pelo Sistema BP-2000 series II, que
consiste de um transdutor eletromagnético localizado na cauda do animal e
conectado a um amplificador, que repassa o0 sinal para um conversor
analogico- digital, registrando, assim, os valores em tempo real no
microcomputador. Os valores obtidos foram analisados pelo programa BP-
2000 Blood Pressure Analysis. Para a determinacdo da presséo arterial e
frequéncia cardiaca de repouso foram consideradas as médias aritméticas de

dez registros bons realizados em um mesmo dia, para cada animal.

3.5 Teste do labirinto aquatico

Os animais foram submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris
Water Maze que avalia o aprendizado e a memaria dependente do hipocampo.
Os animais utilizados nesse ensaio ndo foram submetidos anteriormente a
nenhum ensaio comportamental. Os animais foram colocados na piscina
(caixa d’agua, como podemos observar na figura 5) por 4 dias consecutivos, e
dentro da piscina havia uma plataforma submersa colocada sempre no mesmo
guadrante (Morris, 1984). A temperatura da agua foi mantida a mesma do
ambiente, em torno de 24 °C. A piscina apresentava pontos de referéncia com
figuras geométricas distintas em 3 lados da piscina. Em todos os dias 0s
animais foram colocados uma vez na piscina, mantendo sempre 0 mesmo
ponto de partida e contamos o tempo que o animal demorava para encontrar
a plataforma (tempo de laténcia a plataforma). No primeiro dia, se o animal
nao encontrasse a plataforma nds direcionavamos gentilmente para
plataforma. O tempo maximo para o animal encontrar a plataforma era de 1
minuto. Nao foi realizada a contagem do tempo que o animal permanecia ha
plataforma. No quinto e ultimo dia de teste, a plataforma foi retirada e foi
anotado o tempo gasto pelos camundongos no quadrante em que se
encontrava a plataforma durante 60 segundos. No final do teste foi realizada

a curva de aprendizado.
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Figura 5 Caixa d’agua utilizada no experimento de natagao forgada. As dimensdes da caixa
d’agua sao: 0,84 metros de altura, 1,14 de didmetro da base, 1,54 de diametro superior,
comportando 1000 litros de volume.

3.6 Teste do medo condicionado - Freezing

O teste do medo condicionado foi realizado na 232 semana de dieta, em
animais que nao foram submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris.
Este teste visa avaliar danos na capacidade cognitiva associada a memoria
aversiva. No ensaio, 0s animais passaram por um treino na caixa que contém
uma plataforma com 200 mm x 75 mm, chdo em barras de ago inoxidavel com
espacamento de 12,5 mm. Imediatamente apds serem colocados no interior
da caixa, foi contabilizado o tempo de 3 minutos. Ao término deste tempo, 0s
animais receberam uma descarga elétrica de 0,6 mA, por 3,0 segundos e 0
estimulo aversivo foi reforcado trinta segundos apds. Vinte e quatro horas
apos o treino, os animais foram novamente transportados para o interior da

caixa e o tempo de reten¢ao (congelamento) do animal foi registrado.
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Figura 6 Equipamento utilizado no ensaio de freezing. A caixa consiste de uma plataforma
de 2,5 cm de altura x 7,0 cm de largura x 25,0 cm de comprimento, localizada no lado direito de
uma caixa de acrilico de 50 x 25 x 25 cm. O piso da caixa € formado por uma grade com uma
série de barras paralelas de aco inoxidavel (0,1 cm de diametro) espacadas a cada 1,0 cm.

3.7 Quantificacdo de gordura abdominal e percentual de gordura
total

Foi realizada a pesagem da gordura abdominal através da coleta do
contetdo de gordura visceral e epididimal dos animais no periodo basal, na
122 e na 242 semana, dependendo do protocolo experimental, os depésitos de
gordura visceral foram dissecados e pesados em balanca analitica com
precisdo de 0,01g (A&D, GR-200, Japdo). Foi considerada visceral a gordura
aderida a parede abdominal posterior, ao redor dos rins e na parte abdominal
do ureter. Para a histopatologia, uma parte da gordura que foi pesada de cada
grupo e submetidas a uma bateria de desidratacdo, onde passaram por
sucessivos banhos com concentragbes crescentes de etanol (Isofar) e, por
fim, xilol (Isofar). Inicialmente, a gordura foi acondicionada em cassetes para
a histologia 44 (Histossete- ATH490-2) que foram mergulhados por 20 minutos
em solugdes de etanol a 30%, 40%, 50%, 60%, e entdo, foram mergulhados
em etanol 70%, 80% e 90%, por mais 40 minutos em cada uma das
respectivas solugbes. Para finalizar, as gorduras foram mergulhados em
etanol absoluto por 2 horas e logo apds, em xilol por 12 horas. Terminada a
desidratacédo, o material foi incluido em parafina, passando por 3 banhos de
parafina (Isofar), com duracdo de 1 hora cada um, em estufa a 60°C. Em
seguida os cassetes foram apoiados em férmas de chumbo e preenchidos
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com parafina. ApOs esta etapa, as formas foram retiradas da estufa e depois
de resfriados os blocos foram retirados das formas. Para a analise
histopatolégica, os blocos foram cortados em micrétomo (Leica RM 2025), de
forma seriada com 5um de espessura, acomodados em laminas tratadas com
polilisina (Imunnoslide — Easypath) e, posteriormente, foram corados com
Hematoxilina — Eosina (HE). Para a coloracdo com HE, as laminas foram
submetidas a uma bateria de desparafinizacdo composta por xilol, etanol
100%, etanol 90%, etanol, 70% e agua destilada, onde permaneceram por 5
minutos em cada banho, e mergulhadas em hematoxilina de Harris (Merck)
por 45 segundos. ApGs serem coradas com a hematoxilina, as laminas foram
mergulhadas por 2 minutos em uma solugcéo 0,2 M de sulfato de magnésio
anidro (Isofar) e 0,1 M de bicarbonato de sédio (Merck), para a eliminacéo de
residuos do corante. Em seguida foram lavadas durante 3 minutos em agua
destilada, e entdo, coradas com eosina alcoodlica (Merck) por 1minuto e 30
segundos. Depois de finalizada a etapa da coloracdo, as laminas foram
submetidas a uma bateria de desidratacdo composta por etanol 70%, etanol,
90%, etanol 100% e xilol, 45 respectivamente, por 5 minutos em cada banho.
Terminada a desidratacdo, as laminas foram entdo seladas com entelan
(Cytosel) e laminulas 24mm X 60mm (Deck-glaser, Objettragger). Os
adipdcitos foram observados em microscépio invertido Nikon Eclipse TE300,
equipado com camera digital (CoolSNAP-Procf color, ROPER SCIENTIFICTM
Photometrics) acoplada a um computador com o software Image Pro Express.
A composicdo corporal foi realizada no Laboratorio Interdisciplinar de
Avaliacdo Nutricional do Instituto de NutricAo/UERJ, através do DEXA utilizando
uma densitometria acoplada (Lunar Piximus, GE Medical Systems Madison,
WI). Este sistema emprega uma fonte de raios-X de feixe conico gerando
energias de 35 e 80 keV e um detector plano de 100 x 80 mm com pixel
individual dimensdes de 0,18 x 0,18 mm. Os camundongos foram anestesiados
com uma solucao de quetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), para
garantir uma boa imobilizacdo e posicionamento durante uma aquisicao de
cinco minutos (82). As analises foram feitas no periodo basal, na 122 e ao final
da 242 semana de dieta e os resultados foram expressos em percentual de

gordura corporal.
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3.8 Procedimento cirargico para realizacdo da janela craniana para

analise da microcirculacéo cerebral

Para o inicio dos procedimentos cirdrgicos, os camundongos foram
anestesiados com uma associacdo de quetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina
(10 mg/kg, i.p.). Para a visualizagcdo da microcirculagéo cerebral foi realizada
uma craniotomia no 0sso parietal esquerdo com o auxilio de um micromotor
de baixa rotacdo acoplado a uma broca permitindo a exposicao da superficie
cerebral (79). Além do fragmento de 0,5cm? da calota craniana, as meninges
dura-mater e aracnoide também foram delicadamente retiradas, deixando a

membrana pia-mater intacta.

3.9 Fluxometria microcirculatoria a laser (Laser Speckle Contrast

Imaging)

O fluxo sanguineo cerebral foi analisado no periodo basal, na 122 e na
242 semana, através do aparelho de Laser Speckle Contrast Imaging
(PeriCam PSI System, Perimed, Suécia) que consiste numa técnica Optica de
luz laser com contraste de imagem com comprimento de onda de 785 nm para
medida continua da perfusdo sanguinea tecidual em tempo real expressa em
unidade de perfusado arbitraria (UPA)(83).

Para a realizacao desta analise, apés a realizacdo da craniotomia os
animais foram mantidos em uma superficie estavel, em uma sala com
temperatura estavel a 25°C e colocados sob o feixe de luz laser, respeitando
a distancia de 10 cm entre a cabeca do laser e o cranio do animal, como
recomendada pelo fabricante. Foram feitas 16 imagens/seg. e as imagens
foram analisadas utilizando o software do fabricante e expressas em unidades

arbitrarias.

3.10 Microscopia intravital cerebral por epi-iluminacdo e

fluorescéncia

Utilizando a mesma janela craniana descrita anteriormente, 0s animais

foram colocados debaixo do feixe de luz do microscopio de fluorescéncia

21



(Zeiss modelo AXIO SCOPE Al, Obercochen, Alemanha). As imagens da
microcirculagdo foram adquiridas através do software Zen blue (Zeiss,
Obercochen, Alemanha).

Avaliacdo da densidade capilar funcional: Apds a administracdo i.v. de
fluoresceina dextran (FITC-dextran 150KDa), foi possivel a observacédo dos
vasos sanguineos da rede microvascular (25) e a avaliagdo da densidade
capilar funcional foi calculada por nimero de capilares por mm? Foram
considerados capilares perfundidos apenas o0s vasos que permitissem o fluxo
continuo e unitario de hemacias pelo vaso. Além disso, a cada ramificacao
capilar, eram considerados como sendo novos capilares. O valor total de
capilares contados foi considerado a densidade capilar funcional cerebral (84).

Avaliacao da interagao leucocito-endotélio: Apds a administracéo i.v. de
rodamina 6G (0,3 mg/kg), a interacdo dos leucécitos marcados com o
endotélio vascular cerebral foi avaliada através da microscopia descrita acima,
com objetivas de 20X. Foram considerados leucdcitos aderidos aqueles que
permaneceram estaticos ao longo de 100 um da parede venular por um
periodo de 30 segundos e como leucdcitos rolantes, aqueles que se moviam
dentro do vaso em velocidade inferior aos eritrocitos circulantes, os valores
foram expressos em numero de células/min. Foram analisados vasos da
superficie cerebral com diametros variando de 50 a 120 um, e expressos em
namero de células/min/100 pum (85).

Avaliacdo da fungéo endotelial vascular: A resposta vasodilatadora a
um agente vasodilatador dependente de endotélio, a acetilcolina, foi avaliada
pela porcentagem de variacdo (%) dos didmetros internos de arteriolas
cerebrais ap6s a administracao tépica de uma solucéo de acetilcolina de 1uM,
apos as analises de densidade capilar funcional e da interacdo leucocito-

endotélio vascular (86).

3.11 Eutanasia

Ao final de cada periodo de dieta os animais foram eutanasiados por

dose letal de quetamina (180 mg/Kg), xilazina (20 mg/Kg).
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3.12 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada através da puncdo cardiaca nos
camundongos previamente anestesiados. Em seguida, foi separado o soro
através do método de centrifugacdo a 3000 rpm, por 10 min a 4 °C. As
aliquotas de soro foram armazenadas no congelador a temperatura de -80 °C,

para posterior analise de parametros bioquimicos.

3.13 Coletas de tecidos

Foram realizadas as perfusdes com solugéo salina estéril através da
puncédo do ventriculo direito, coletando-se em seguida o cérebro e congelados
em nitrogénio liquido e armazenados a temperatura de -80 °C. Foram
realizados posteriormente no tecido cerebral coletado, ensaios de detecgéo
proteica para ICAM-1, TLR4, HMGB-1 através da técnica de western blotting.
Para coleta de cérebros para realizacdo de imunohistoquimica novos grupos
de animais foram submetidos ao mesmo protocolo de perfusdo sendo ainda
perfundidos com solucdo de paraformaldeido (PFA) a 4% tamponado (tampé&o
fosfato, pH 6,8-7,2, 0,1 M).

3.14 Imunohistoquimica

Terminada a dissecc¢éo, os cérebros permaneceram em solucdo de PFA 4%
por até, no maximo 48 horas a 4°C, a fim de garantir a fixagdo completa do tecido.
Em seguida, os cérebros foram lavados com PBS e mantidos nesta solugéo a
4°C durante um periodo minimo de 12 horas. Foram realizados os cortes
seriados no plano coronal com espessura de 50 ym em vibratomo (The New
vibratome 3000 sectioning plus - Leica)

Para a realizacdo das marcacoes, os cortes feitos em vibratomo (The New
vibratome 3000 sectioning plus — Leica), foram acondicionados em placas de
cultura de 24 pocos (Corning) e lavados 3 vezes, por 5 minutos com PBS 0,1M

pH 7,4. Em seguida, foram incubados com uma solucdo de bloqueio, feita com
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PBS, 10% de soro normal de cabra (NGS, Gibco) e 0,3% triton X100 (Vetec) por
90 minutos, para a saturacdo de ligacdes inespecificas e também para
permeabilizagdo das células. Apés esta etapa, os cortes foram incubados com
anticorpos policlonal anti-GFAP (coelho - Dako — Z033401 1:400) e isolectina B4
(IB4 Vector Labs — B-1205 1:100) diluidos em PBS 0,3% triton 10% NGS. A
incubacdo com os anticorpos primarios e com IB4 foi feita em camara umida por
12 h a 4°C. Apos este periodo, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS, cada
lavagem com duracgéo de 5 minutos para retirar os residuos do anticorpo primario
e da IB4, em seguida, foram incubados por 2 h & temperatura ambiente e sob
agitacdo constante em agitador orbital (Fanem 255b), com: anticorpo secundario
de coelho marcado com Cy3 (Sigma) produzido em cabra, na diluicdo 1:800;
anticorpo de camundongo produzido em cabra Alexa 488 (Molecular Probes) na
diluicdo 1:400, e anticorpo monoclonal de camundongo produzido em cabra
marcado com Cy3 (Sigma) na diluicdo 1:800. Para a marcagdo com IB4, foi
utilizado streptavidina conjugada com Cy3 (Sigma) na proporc¢ao 1:400, diluidos
em PBS triton 0,3%, NGS 10%. Os controles receberam apenas a solucao
diluente, sem anticorpo primario, seguida de anticorpo secundario diluido da
mesma maneira para as marca¢des imunofluorescentes. Ao término do periodo
de 2 horas, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS, cada lavagem com
duracdo de 5 minutos e incubados com 20 mg/ml de DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylyndole, dilactate, Sigma) diluido em agua destilada por 3 minutos. Eles
foram entdo lavados mais uma vez com PBS, montados em laminas com
VECTASHIELD (HardSet Mounting Medium VECTOR Laboratories) e mantidos
a -20°C. As laminas foram fotografadas em Microscopio confocal de varredura a
laser LSM 510 META (Zeiss) acoplado a um computador equipado com o
software ZENBIlack. Observacgdes: Os cortes em vibrdtomo sdo acomodados nos
pocos da placa de 24 pocos, de modo que o material figue imerso nas solugdes,
inclusive na solucéo contendo anticorpo, para garantir que o mesmo penetre de
forma homogénea. Este tipo de Imunofluorescéncia € conhecido como

imunofluorescéncia flutuante (free floating imunofluorescense).
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3.15 Colocalizacéo

O grau de colocalizacdo do marcador de astrocitos, o GFAP com o
marcador de vasos cerebrais o I1B4 foi analisado pelo programa ImageJ, com a
ferramenta “colocalization” que utiliza como os coeficientes M1 de Mander, que
mostra a fracdo da intensidade em cada canal que coincide com alguma
intensidade no outro canal. Assim, o0s coeficientes M1 representam a
porcentagem de pixels no canal verde (GFAP+) que se cruzam com algum sinal
no canal vermelho (IB4). Todos os dados foram coletados e plotados em
planilhas do Excel (87, 88).

3.16 AngioTool

Para a andalise da angioarquitetura da rede microvascular cerebral,
utilizamos o programa AngioTool (disponivel no dominio publico em
https://ccrod.cancer.gov/confluence/display/ROB2/Downloads), que €é uma
fonte validada para medicéo de redes vasculares (89). O uso do AngioTool ja
foi descrito em analises da angiogénese em cérebros e retinas de murinos (90,
91). O comprimento total do capilares cerebrais foi calculada em cada imagem
obtida na microscopia confocal com o programa AngioTool. A lacunaridade
descreve a distribuicdo dos tamanhos de lacunas ao redor dos vasos. O
AngioTool também fornece uma medida do nimero de junc¢des de vasos,
calculando o “indice de ramificagdo” (pontos de ramificacdo / area de unidade)

da rede vascular analisada.

3.17 Microglias

Para a analise da morfologia das microglias marcadas com anticorpo
IB4, utilizamos a ferramenta de «Sholl analysis » do Programa ImageJ. A
analise de Sholl € um método de analise quantitativa criado para estudos em
neurbnios para analisar as caracteristicas morfoldégicas da imagem de um
neurdnio. Mas pode ser utilizado igualmente para avaliar a morfologia e o perfil

de processos de astrocitos e micréglias.
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Utilizando a analise de Sholl, um algoritmo matematico (indice de
ramificacdo) é utilizado para analisar a morfologia microglial. Este indice
compara a diferenca no nimero de interseg¢des feitas em circulos consecutivos
da analise de Sholl em relacéo a distancia do soma neuronal. Neste estudo as
analises foram feitas em microglias e 0s processos microgliais foram
guantificados como numero de intersec¢des de 2 até 40 um a partir do soma e
namero total de interse¢ces com os circulos da andlise, representando a

ramificacao total das microglias

3.18 Dosagem de Colesterol, Triglicerideos, insulina de jejum e
HOMA-IR

Foram dosados no soro dos animais: insulina de jejum por ELISA,
utilizando kit comercial (Enzyme-linked Immunosorbent assay — Milipore. USA,
colesterol total e triglicerideos reacdes colorimétricas (Labtest Diagndstica
S.A, BH, Brasil). O sangue dos animais foi coletado para analise da glicemia
de jejum (12 h), medida através de glicosimetro automatico (One Touch Ultra
2 Jhonson & Jhonson Medical SA, Argentina). A resisténcia a insulina foi
avaliada pelo calculo do HOMA, onde: HOMA-IR = [insulina (uU/mL) x glicose
(mMol/l)] / 22,5.

3.19 Andlise de expressao proteica por Western blot

Apbés a perfusdo dos animais com solucdo salina, os cérebros foram
removidos e macerados na presenca de 700 pl de tamp&o RIPA com inibidores
de protease e fosfatase (Tris-HCI 50mM, pH 7,4; NP-40 1%; Deoxicolato de
sédio 0,25%; NaCl 15 mM; EDTA 1 mM; PMSF 1mM; Aprotinina 5 pg/ml;
Pepstatina 5 pg/ml; Leupeptina 5 pg/ml; NaF 1 mM; Na3vO4 1 mM). As
amostras foram congeladas em gelo seco e em seguida descongeladas e
centrifugadas a 10000 RPM por 10 minutos. ApoOs este procedimento, o
sobrenadante das amostras foi coletado e quantificamos as proteinas usando
o Kit do BCA, 100 pg de proteina foram aplicados em cada poco do gel de

eletroforese (12%). Apds a corrida do gel, transferimos as proteinas para a
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membrana de PVDA. Apés a transferéncia, incubamos a membrana com
solugéo de bloqueio (TBS 1X + 5% de soro de albumina bovina + 0,05% de
tween) por uma hora. Entdo a membrana foi incubada com anticorpos
especificos, anti-ICAM 1 (Abcam - Abl124760), anti-HMGB1 (Abcam -
Ab18256) e anti-TLR4 (Abcam — Ab83444) diluido em solucédo de bloqueio,
por 24 horas. Foram utilizados os anticorpos secundérios conjugados com
IRDye 680 RD (Li-cor - 926-68170) ou IRDye 800cw (Li-cor - 824-08365). A
membrana foi scaneada no Odyssey e a intensidade das bandas foi analisada

no software Image Studio™ da marca Li-cor.

3.20 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). Todos os gréficos e as estatisticas foram realizadas com o software
GraphPad Prism Gra-phPad Software Inc. (San Diego CA, EUA). A
comparacao entre todos os grupos foi feita com analise de variancia (ANOVA
one-way) com pos teste de Bonferroni e o teste t de Student para comparacao
entre dois grupos experimentais, tais andlises foram utilizadas para localizar

diferencas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1° Bloco — Modelo da SM em camundongos C57BL/6

4.1 Dieta hiperlipidica induz alteracées na composi¢do corporal,

perfil lipidico, glicemia e parametros hemodinamicos, apos 24 semanas.

Durante o periodo de dieta 0s animais apresentaram aumento
significativo do peso corporal a partir da 122 semana de dieta hiperlipidica,
este aumento se manteve ao final das 24 semanas de dieta, comparados ao

periodo basal.

Em relacdo a gordura abdominal, observou-se um aumento significativo
apos a 242 semana de dieta quando comparados ao periodo basal e 122
semanas de dieta, este resultado corrobora com os valores do percentual de
gordura corporal total através da andlise da densitometria por dupla emissao
de raios-X (DEXA), onde também é possivel observar um aumento do
percentual de gordura corporal total nos animais quando comparados ao

periodo basal e o periodo de 12 semanas de dieta hiperlipidica.

Foi possivel observar um aumento significativo dos valores de pressao
arterial sistélica apés 24 semanas de dieta hiperlipidica quando comparadas
ao periodo basal. Em relacdo a frequéncia cardiaca, ndo foi observada
nenhuma diferenga significativa nos diferentes tempos de dieta.

Houve um aumento significativo nos valores de glicemia de jejum e
triglicerideos séricos apés as 24 semanas de dieta, quando comparados aos
periodos basal e 12 semanas de dieta. Em relacdo aos valores de colesterol
sérico, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa nos diferentes

tempos de dieta, conforme descrito na tabela 3.
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Tabela 3 Composicao corporal, parametros hemodinadmicos e metabdlicos
do modelo de SM em camundongos C57BL/6

Parametros Semanas

Basal 12 24

Massa corporal (g)
22,840,4 30,3+ 1,6** 35,3+ 2,3***

Gordura Abdominal Total (g)

0,68+0,1 1,840,2 2,9+0,3***
Gordura Corporal total (%)
36,7+3,5 35,3+3,4 54,3+3,5*
PAS (mmHgQ)
109+3,1 10243 146£17*
FC (bpm)
516+16 599+25 612420

Glicemia de Jejum (mg/dl)
106,6+1,4 103,0£3,2 137,3+£10,4*

Colesterol Total (mg/dl)
159+1 .4 165+1,6 164+4,1

Triglicerideos (mg/dl)
88,3+3,6 104,5+4,9 116,8+11,9*

PAS — Pressao Arterial Sistdlica, FC — Frequéncia Cardiaca. Valores representam a
médiatEPM, n= 12 a 15, ***p<0,001 versus basal e 12 semanas e * p<0,05 versus basal.

4.2 Dieta hiperlipidica acarreta hiperinsulinemia e resisténcia a

insulina ap6s 24 semanas

Foi possivel observar que apos 24 semanas de dieta hiperlipidica houve
um aumento significativo dos niveis de insulina de jejum (0,45+0,9 ng/ml
p<0,05) e do indice de resisténcia a insulina avaliado através do HOMA-IR
(5,2 +1,5 p<0,05) quando comparados aos animais alimentados com a dieta
normolipidica (0,04+0,03 ng/ml e 0,26 +0,2, respectivamente), conforme figura
7. Devido a questdes orcamentarias ndo foi possivel realizar as anélises nos

tempos basal e 12 semanas.
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Figura 7 Insulina e HOMA-IR. Valores de insulina e HOMA-IR em camundongos C57BL/6
alimentados por 24 semanas com dieta normolipidica (ND) ou hiperlipidica (HFD). Resultados
expressam a médiatEPM, N= 10 * p<0,05 e ** p<0,01 versus DN.

4.3 Dieta hiperlipidica leva a disfungcdo microvascular cerebral
apés 24 semanas

4.3.1 Densidade Capilar Funcional cerebral

Através da videomicroscopia intravital por epi-iluminacdo e
fluorescéncia, foi possivel a visualizacdo da rede de capilares no tecido
cerebral. Uma reducado significativa do nuamero de capilares cerebrais
espontaneamente perfundidos foi evidenciada (rarefagdo capilar funcional)
apos a 242 semana de dieta (72541 capilares/mm2 p<0,05) quando

comparados ao periodo basal (859+£19 capilares/mm?2).
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Figura 8 Densidade capilar funcional cerebral (A) e fotomicrografias representativas da
videomicroscopia intravital da microcirculacdo cerebral (B) de camundongos C57BL/6
alimentados com dieta hiperlipidica. As areas destacadas em vermelho representam a area
de 1 um?, onde sdo realizadas as contagens dos capilares espontaneamente perfundidos. As
colunas representam os periodos: basal, apés 12 e 24 semanas de dieta. Valores expressam a
médiatEPM, N= 8. Aumento= 100 X, Barra=100um * p<0,05 versus o periodo basal.

4.3.2 Fluxo sanguineo cerebral

A medida do fluxo sanguineo cerebral, através de fluxometria a laser
com contraste de imagem, mostrou que somente apdés 24 semanas de dieta
hiperlipidica os animais apresentaram uma reducdo significativa do fluxo
sanguineo cerebral (170,9+6,9 U.A.P p<0,05) quando comparados ao periodo

basal (209,6+£8,3 U.A.P), conforme demonstrado na figura 9.
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Figura 9 Fluxo sanguineo cerebral. Valores de fluxo sanguineo cerebral medidos por
fluxometria a laser com contraste de imagem em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
hiperlipidica; as colunas representam os periodos: basal, apés 12 e 24 semanas de dieta. Valores
expressam a médiatEPM, U.A.P. Unidade Arbitraria de Perfusdo N= 9. * p<0,05 versus o periodo
basal.

4.3.3 Funcgéao endotelial vascular cerebral

A resposta vasodilatadora a acetilcolina foi avaliada em arteriolas da
superficie cerebral através de microscopia intravital. A avaliacdo da funcéo
endotelial vascular mostrou que, apés a 242 semana de dieta hiperlipidica, os
animais apresentaram menor dilatacdo arteriolar (4,9+2,2 % *p<0,005),
reducdo de 30%, comparada ao periodo basal (13,7+£5,1 %) e 12 semanas
(16,5 +1,5 %).
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Figura 10 Resposta vasodilatadora a acetilcolina (Ach, 1 uM) em arteriolas cerebrais de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica. As colunas representam o0s
periodos: basal, apés 12 e 24 semanas de dieta. Valores expressam a médiatEPM, N= 10 *
p<0,05 versus o periodo basal.

4.3.4 Rolamento e Adesao de Leucécitos em vénulas

cerebrais

Utilizando a videomicroscopia intravital para analise da interacéo
leucdcito-endotélio em vénulas pos-capilares na microcirculacao cerebral, foi
possivel observar que houve um aumento significativo do rolamento de
leucécitos apdés a 242 semana de dieta (12,2+2,3 células/min; *p<0,05),
guando comparadas ao periodo basal (2,1+0,6 células/min) e ao periodo de
12 semanas (7,5+1,3 células/min). A andlise da adeséo de leucdcitos mostrou
gue a partir da 122 semana de dieta 0s animais ja apresentaram aumento
significativo da adesdo de leucécitos nas vénulas pos-capilares (4,7+1,3
células/min; *p<0,005) e este aumento se manteve apds a 242 semana de
dieta (4,5£1,3 células/min; *p<0,005), comparados ao periodo basal (1,4+0,3

células/min).
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Figura 11 Rolamento (A), Adesé&o (B) de Leucdcitos e fotomicrografias representativas (C)
da videomicroscopia intravital de vénulas pés-capilares da microcirculagdo cerebral
Valores de leucécitos rolantes e aderidos a parede de vénulas pds-capilares do cérebro de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica; as colunas representam o0s
periodos: basal, apés 12 e 24 semanas de dieta. As setas indicam leucdcitos rolando ou
aderidos. Valores expressam a médiatEPM, N= 7 Aumento= 200 x, Barra=50um. * p<0,05
versus o periodo basal.
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2° Bloco — Modelo de SM em camundongos mutantes para o TLR4

Noés avaliamos o efeito da dieta hiperlipidica sobre o fen6tipo metabdlico
e sobre a microcirculagéo cerebral de camundongos C3H/HeJ (TLR4-mut). Os
camundongos C3H/HeJ possuem uma mutacdo do tipo missense no dominio
citoplasmatico do TLR4 (27, 81) que o torna disfuncional e, portanto, tém sido
amplamente utilizados para investigar o papel do TLR4 na regulacdo da

imunidade inata.

4.4 Investigacao do papel do TLR4 na evolucédo da SM sobre a
pressao arterial, frequéncia cardiaca e glicemia de jejum

Durante o periodo de dieta, os animais TLR4-mut apresentaram aumento
significativo da massa corporal, gordura abdominal total e percentual de gordura
corporal a partir da 122 semana de dieta hiperlipidica; este aumento se manteve

ao final das 24 semanas de dieta, comparados ao periodo basal.

Embora estes animais tenham apresentado aumento na massa corporal
e na gordura abdominal a partir da 122 semana de dieta, este aumento n&o
acarretou nenhum impacto na presséao arterial sistélica, frequéncia cardiaca e
glicemia de jejum. Assim, foi possivel observar que a dieta hiperlipidica nao
alterou esses parametros hemodinamicos e metabodlico em nenhum dos tempos

analisados.
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Tabela 4 Composicao corporal, parametros hemodinamicos e metabdlicos
do modelo de SM em camundongos TLR4-mut

Parametros em animais Semanas

TLR4-mut Basal 12 24

Massa corporal (g)
22,5+1,2 355+ 1. 2% 37,8+ 1,7%*

Gordura Abdominal Total (g)
0,53+0,1 1,8+0,1* 1,8+0,3*

Gordura Corporal total (%)
34,7+3,2 58,615,4* 62,2+5,9*

PAS (mmHQ)
108,3+1,9 101,3+5,3 101,745,4

FC (bpm)
579+28 589+24 578+18

Glicemia de Jejum (mg/dl)
111,242,3 127,3+5,9 131,8+7,5

PAS — Presséo Arterial Sistélica, FC — Frequéncia Cardiaca. Valores representam a
médiatEPM, n= 12 a 15, ***p<0,001, versus basal e 12 semanas e * p<0,05 versus basal.

4.5 Envolvimento do TLR4 na evolucdo da SM, sobre a insulina de
jejum e HOMA-IR

Os camundongos TLR4-mut alimentados com a dieta hiperlipidica por 24
semanas nao apresentaram diferenca nos niveis de insulina e do indice de
resisténcia a insulina HOMA-IR, quando comparados aos camundongos
alimentados com a dieta normolipidica por 24 semanas. Também por questfes
orcamentérias, ndo foi possivel realizar as analises nos tempos basal e 12

semanas.
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Figura 12 Insulina e HOMA-IR. Valores de insulina e HOMA-IR em camundongos TL4-mut
alimentados por 24 semanas com dieta normolipidica (ND) ou hiperlipidica (HFD). Resultados
expressam a médiatEPM, N= 6.

4.6 Envolvimento do TLR4 na evolugao da SM, sobre os parametros
microcirculatorios

Foi possivel observar que durante as 24 semanas de dieta 0s animais
TLR4-mut ndo apresentaram qualquer alteracdo significativa nos parametros
microcirculatorios observados: densidade capilar funcional, fluxo sanguineo
cerebral e resposta vasodilatadora a acetilcolina, quando comparados ao

periodo basal.
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Figura 13 Densidade capilar funcional cerebral, fluxo sanguineo cerebral e resposta
vasodilatadora a acetilcolina de camundongos TLR4-mut alimentados com dieta
hiperlipidica. As colunas representam os valores dos parametros hemodinamicos nos seguintes
periodos: basal, apds 12 e 24 semanas de dieta. Valores expressam a médiatEPM, N= 7.

Observamos que durante as 24 semanas de dieta também ndo houve
qualquer diferenca significativa no perfil do rolamento e da adesao de leucdcitos
nas vénulas pés-capilares cerebrais dos camundongos TLR4-mut, quando
comparadas ao periodo basal. A analise dos niumeros referentes aos parametros

analisados mostram que os valores continuam muito baixos.

38



= N
T S

(celulas/min/100 pm)

(6]
1

Rolamento de leucécitos
(células/min)
[~
o
1

E

Adesdo de leucocitos cerebral

I i} (. | Semanas I i} 1t |
Basal 12 24 Basal 12 24

Figura 14 Rolamento e Adesdo de Leucocitos. Numeros de leucdcitos rolantes ou aderidos &
parede de vénulas pés-capilares do cérebro de camundongos TL4-mut alimentados com dieta
hiperlipidica; as colunas representam os periodos: basal, apés 12 e 24 semanas de dieta. Valores
expressam a médiatEPM, N= 6.

Com base nos resultados apresentados, foi possivel observar que o curso
da evolucdo da SM é diferente nos animais C57BL/6 e nos animais TLR4-mut,
indicando a possivel participacdo do TLR4 nas alteracdes decorrentes da SM. A
ingestdo de uma dieta hiperlipidica nos animais C57BL/6 levou ao aumento no
peso corporal, glicemia de jejum, gordura abdominal, hiperinsulinemia e
resisténcia a insulina, evidenciada pelo aumento do HOMA-IR, que séo
caracteristicas da sindrome metabdlica também observadas em pacientes (92).
No entanto, nos animais TLR4-mut, a dieta hiperlipidica acarretou somente
aumento do peso corporal e niveis de gordura (abdominal e total) a partir da 122
semana de dieta. De fato, a adiposidade visceral parece desempenhar um papel
chave no desenvolvimento da SM humana e esta associada a todos os critérios
da SM (93).

A inflamagé&o crbnica & uma caracteristica comum da SM e é resultado
predominantemente da disfuncao do tecido adiposo causado pelo ganho de peso
(94, 95). O excesso de ingestdo de nutrientes leva a expanséao do tecido adiposo
acomodando o aumento do influxo de nutrientes, um processo que depende do
armazenamento de energia mediada por insulina (95). A expansao do tecido
adiposo ocorre principalmente através de hipertrofia em vez de hiperplasia de
adipdcitos, e esses fatores promovem a ativagdo de um estado crénico e pro-
inflamatorio no tecido adiposo (95, 96). Esse estresse persistente e inflamacao

no tecido adiposo podem levar a apoptose e a liberagdo de mediadores
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quimiotaticos, resultando em infiltracdo inflamatoria de leucdcitos (97). Apoés a
infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, estes induzem a liberacéo de acidos
graxos saturados pelos adipdcitos, via lipolise que atuam como adipocinas pro-
inflamatorias locais. No entanto, estudos tém demonstrado que a administracéo
exdgena de acidos graxos saturados exerce efeitos pro-inflamatérios em certos
tipos celulares através da ativacdo de receptores do tipo Toll, que parece
participar ativamente no estado inflamatoério crénico observado na obesidade e
sindrome metabdlica (24, 80). Acreditamos que a fonte de &cidos graxos
provenientes da dieta hiperlipidica utilizada no presente estudo pode ser um fator
pro-inflamatoério importante na evolugdo dos danos acarretados na SM. Dentre
os &cidos graxos, destacam-se 0s ndo esterificados que sao capazes de ativar
0 TLR4 (50, 98).

Ao longo das ultimas décadas, o declinio cognitivo vem sendo cada vez
mais relacionado com a presenca da SM em pacientes e em modelos
experimentais (1, 36, 99). Ja foi observado que a reducdo no fluxo sanguineo
cerebral é responsavel por menor desempenho cognitivo, decorrente de lesdo
neuronal em regibes cerebrais relacionadas ao aprendizado e memoria (38,
100).

Em um estudo anterior do nosso grupo, foi possivel verificar que ratos com
SM e submetidos a isquemia e reperfusdo cerebral apresentaram rarefacdo
microvascular e reducdo do fluxo sanguineo microvascular cerebral mais
pronunciados que nos animais alimentados com a dieta normolipidica e
submetidos a isquemia e reperfusdo cerebral (101). No presente estudo, o
modelo de SM foi reproduzido em camundongos C57BL/6 e também foi
observado que nesses animais houve uma reducgdo significativa no fluxo
sanguineo cerebral e na densidade capilar funcional somente apos a 242 semana
de ingestdo de dieta hiperlipidica, o que nédo foi observado nos animais TLR4-
mut. Esses dados sugerem novamente a participacdo do TLR4 nas alteractes

microcirculatorias acarretadas pela ingestao da dieta hiperlipidica.

A disfuncdo endotelial € um dos principais componentes da SM e é
causada pelo desequilibrio entre substancias vasodilatadoras, como o 6xido
nitrico (NO), e substancias vasoconstritoras, como a endotelina e fatores proé-

tromboticos, como o inibidor do ativador de plasminogénio-1 (102). A diminuicao
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dos niveis de NO em individuos com SM ja é bem estabelecida (103). No estado
fisiologico, a insulina estimula a producdo de NO pelas células endoteliais
através de um aumento na atividade de eNOS. Esta acdo é diminuida ou
revertida no caso de resisténcia a insulina, que esta presente na SM (104). Esta
diminuicdo nos niveis de NO pode ser devido a uma série de fatores como
diminuicdo da producédo de eNOS, a inibicdo dos co-fatores necessarios para a
sintese de eNOS e a degradacao ou inativacao excessiva de NO por espécies

reativas de oxigénio (105).

No presente estudo, a resposta vasodilatadora a acetilcolina, avaliada em
arteriolas da superficie do cértex cerebral, foi comprometida apds 24 semanas
de dieta hiperlipidica nos animais C57BL/6, mas ndo nos animais TLR4-mut.
Logo, os dados sugerem a participagcdo dos TLR4 na disfuncdo endotelial
cerebral na SM. No entanto, estudos ja demonstraram que 12 semanas de
ingestdo de dieta hiperlipidica ja sao suficientes para induzir a disfuncdo
endotelial no leito microvascular cerebral (106). Evidéncias apontam o
envolvimento dos TLR4s na disfuncdo endotelial, demonstrando o aumento
expressivo desses receptores nas trés camadas das paredes de artérias e em
cultura de musculo liso vascular de ratos hipertensos, mas ndo de normotensos
(107).

Ja foi demonstrada uma atenuacdo da inflamacédo do tecido adiposo
induzida pela obesidade em camundongos C3H/HeJ, quando comparados aos
seus controles apdés ingestao de dieta hiperlipidica. A disfuncdo do TLR4 nesses
animais sugere um papel fundamental para esse receptor na reposta inflamatoria
induzida pela dieta hiperlipidica (102), corroborando com os resultados
encontrados neste estudo onde a ingestdo da dieta hiperlipidica ndo teve
qualquer impacto na interacdo leucdcito-endotélio vascular cerebral, durante a
evolugcédo da SM nos animais TLR4-mut. No entanto, nos animais C57BL/6, esta
resposta foi diferente, pois apresentaram um aumento da adesao de leucocitos
na parede vascular a partir da 122 semana de dieta e na 242 semana, quando foi
observado também aumento significativo do rolamento de leucdcitos na parede

vascular.

Portanto, foi possivel observar que as alteracbes metabolicas e

microcirculatorias sdo mais evidentes na 242 semana de ingestdo de dieta
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hiperlipidica nos animais C57BL/6, mas ndo nos animais TLR4-mut, sugerindo

novamente a participacédo deste receptor nestas complicacdes.

3° Bloco — Efeitos da gordura abdominal versus dieta hiperlipidica nos

pardmetros metabdlicos, microcirculatérios e inflamatérios

Estratégias nutricionais que atuam na melhora das alteracfes acarretadas
pela SM fornecem uma importante oportunidade para a prevencao e tratamento
(108). A obesidade e inatividade fisica sdo as causas mais frequentes de
resisténcia a insulina em individuos geneticamente predispostos. Estudos
mostraram que a perda de peso reduz a resisténcia a insulina e, portanto, €

recomendada como tratamento de primeira linha da SM (109).

Case e colegas, descreveram em seu estudo original que a perda de peso
esta associada a mudancas positivas em cada um dos componentes da
sindrome metabdlica (110). Estes achados suportam a hipotese de que a
adiposidade excessiva desempenha um papel fundamental na fisiopatologia de

todas as facetas da SM.

Portanto, como parte dos objetivos do estudo foi questionado se apdés o
estabelecimento da SM, a substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta
normolipidica poderia reverter as alteragbes metabdlicas, inflamatorias e

microvasculares estabelecidas.

4.7 Substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta normolipidica

diminui a massa corporal e a pressdao arterial sistélica de animais WT

Foi possivel observar que a substituicdo da HFD pela DN acarretou uma
diminuicao significativa nos valores do peso corporal e da gordura abdominal nos
animais WT, mas nao nos animais TLR4-mut. Em relacéo aos outros parametros
avaliados, como a PAS e a glicemia de jejum, a substituicdo da HFD pela DN

nao acarretou qualquer diminuicdo em ambos o0s grupos.
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Tabela 5 Composicao corporal, parametros hemodinamicos e metabdlicos
apés substituicdo da dieta HFD pela DN

WT TLR4-mut

Parametros DN HFD Sub-DN DN HFD Sub-DN

Massa corporal 30,5+1,6 38,6+2,3 30,7+0,4* 325+1,1 351+2 33,1+l
(9)

Gordura 1,36+ 0,1 2,9+0,6 1,22+0,1* 1,63+0,3 1,3%0,1 1,2+0,1
Abdominal Total
(9)

PAS (mmHQ) 107+4,8 119,4+5,8 104,1+5,1 91+7 91,8+7 91,2+3,7

Glicemia de 95+8,4 137,3+10  138,5+19 113,554 120,8+7 91,2437
Jejum (mg/dl)

PAS — Presséao arterial sistolica.

O modelo de obesidade induzida por dieta obesogénica e com baixo teor
de fibras, como é a dieta hiperlipidica, € um modelo amplamente utilizado por
induzir resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, que coincide com a
obesidade em roedores. Os mecanismos que sustentam a intolerancia a glicose
durante os estagios iniciais da alimentacdo com dieta hiperlipidica séo diferentes
daqueles que governam a intolerancia crénica a glicose durante a obesidade
prolongada induzida por dieta. Por exemplo, o acumulo ectépico de lipidios no
musculo esquelético e no figado esta associado a intolerancia a glicose apos os
primeiros dias de alimentacdo com HFD, enquanto a inflamacdo do tecido
desempenha um papel proeminente na propagacdo da intolerancia a glicose
apos meses de alimentacdo com HFD (111). Além disso, a microbiota intestinal
pode contribuir para o balanco energético do hospedeiro e a deposicao lipidica
por meio de estimulo hormonal (112). No entanto, ainda n&o esta claro se

mudang¢as na microbiota intestinal induzidas pela dieta contribuem para os
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mecanismos que sustentam a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose na

fase inicial ou crébnica da SM.

4.8 Substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta normolipidica néo

interfere nos parametros microcirculatorios cerebrais

Através da analise do fluxo sanguineo cerebral, avaliada pela fluxometria
a laser com contraste de imagem e da densidade capilar funcional cerebral,
mostrou-se que a substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta normolipidica ndo
alterou nenhum dos parametros em ambos 0s grupos, e, portanto, ndo foi capaz
de reverter as alteracdes microcirculatérias estabelecidas, conforme visto nos

resultados descritos acima.
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Figura 15 Fluxo Sanguineo Cerebral e Densidade Capilar Funcional Cerebral de
camundongos C57BL/6 (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica
(colunas brancas) dieta hiperlipidica por 24 semanas (colunas pretas) e dieta
normolipidica por 4 semanas em substituicdo a dieta hiperlipidica por 20 semanas
(colunas cinzas). Valores expressam a médiatEPM, N= 5.

Uma vez que a substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta normolipidica
nao foi capaz de reduzir os niveis elevados de glicemia de jejum, acreditamos
gue este seja o principal motivo pelo qual as alteragdes microcirculatérias nao
foram melhoradas com a substituicdo da dieta em ambos os grupos. De fato,
conforme mencionado anteriormente, a resisténcia a insulina e a hiperglicemia
sdo fatores diretamente relacionados a doenca microvascular cerebral e as

alteracdes da barreira hematoencefalica (113).
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4.9 Substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta normolipidica
promove diminuicdo no rolamento e adesdo de leucécitos em vénulas

cerebrais em animais de animais WT

Com as analises de microscopia intravital, foi possivel observar que a
substituicdo da dieta hiperlipidica pela dieta normolipidica acarretou uma
diminuicao significativa do rolamento e da adesao de leucadcitos nas vénulas pos-
capilares cerebrais dos animais WT, quando comparados aos animais WT
alimentados com HFD, contribuindo para a diminui¢gdo da inflamacéao cerebral.
No entanto, no grupo TLR4-mut, a substituicdo pela dieta normolipidica ndo
acarretou em qualquer diferenca estatisticamente significativa no rolamento e
adesdao de leucocitos quando comparado aos animais alimentados com a HFD

e com a DN.
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Figura 16 Rolamento e Adesdo de leucocitos em vénulas cerebrais de camundongos
C57BL/6 (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica (colunas
brancas), com dieta hiperlipidica por 24 semanas (colunas pretas) e dieta normolipidica
por 4 semanas em substituicdo a dieta hiperlipidica por 20 semanas (colunas cinzas).
Valores expressam a médiatEPM, N= 5. *p<0,05 e ** p<0,01 versus WT-DN; # p<0,05 e ###
p<0,001 versus WT-HFD.

Sabe-se que o aumento da gordura visceral exerce um papel chave na
geracdo e manutencao do estado inflamatério crénico de baixa intensidade na
SM (93, 114). Da mesma forma, também ja foi descrito o potencial inflamatoério
da dieta hiperlipidica através dos seus componentes lipidicos (115). No entanto,
0 que ndo se sabe é se este estimulo inflamatério que acontece na SM é
decorrente apenas da obesidade abdominal ou se a ingestdo de uma dieta

hiperlipidica também contribui para a retroalimentacdo destes estimulos
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inflamatorios ou, ainda, se ambos os estimulos, dieta hiperlipidica e aumento da

gordura abdominal, exercem um efeito sinérgico na inflamacé&o tecidual.

Portanto, para elucidar esta questéo, perguntamos se somente o estimulo
inflamatério da ingestdo de dieta hiperlipidica seria capaz de promover
alteracdes microcirculatérias, independente da presenca de obesidade
abdominal. Para tal, analisamos o feito da dieta hiperlipidica na microcirculacao
cerebral apds o breve periodo de uma semana, onde nao haveria tempo para
induzir o aumento de depdsitos de gordura visceral como observado no protocolo
de 24 semanas. Ao final deste periodo foram realizadas as analises de

composicado corporal e de microscopia intravital no cérebro dos animais.

4.10 Ingestdo da dieta hiperlipidica por uma semana nao altera
a composicao corporal e microcirculacdo cerebral em ambos os
grupos WT e TLR4-mut
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Figura 17 Massa corporal e gordura abdominal total de camundongos C3H/He (WT) e
C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica ou hiperlipidica por 1 semana.
Valores expressam a médiatEPM, N=5

De forma semelhante, a ingestdo da HFD por uma semana também néo
acarretou em diferencas na densidade capilar funcional e no fluxo sanguineo
cerebral tanto no grupo WT como no grupo TLR4-mut. Embora este parametro
tenha sido 10% menor no grupo WT-HFD, comparado ao WT-ND, este resultado

ndo apresentou diferenca estatistica.
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Figura 18 Densidade capilar funcional e fluxo sanguineo cerebral de camundongos
C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica ou hiperlipidica
por 1 semana. Valores expressam a médiatEPM, N=5

Em relacédo ao rolamento e a adesao de leucocitos, ambos os grupos WT
e TLR4-mut alimentados com HFD sugerem um aumento da interacéo leucécito-
endotélio, quando comparados aos seus controles. Porém, este aumento ndo é
significativo, evidenciando que a ingestéo de dieta hiperlipidica por uma semana
nao foi capaz de promover eventos inflamatérios de adesédo a microvasculatura

cerebral.
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Figura 19 Rolamento e adesdo de leucécitos em vénulas cerebrais de camundongos
C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica ou hiperlipidica
por 1 semana. Valores expressam a médiatEPM, N=5

Rijnsburger e colaboradores (2017) demonstraram que ratos alimentados
com HFD por uma semana tém a ingestdo caldrica aumentada, mas nédo
apresentaram diferenca na massa corporal, quando comparados aos animais

alimentados com a dieta controle. esses autores verificaram ainda que a ingestao
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da HFD por uma semana ndo acarretou diferenca na permeabilidade da BHE
comparado ao grupo alimentado com dieta controle (116). Estes resultados
demonstram que a ingestéo de dieta hiperlipidica por uma semana néo foi capaz
de promover alteracbes na massa corporal, gordura abdominal, na
microcirculacdo cerebral e na interacdo leucdcito-endotélio nas vénulas
cerebrais, sugerindo que o acumulo de tecido adiposo visceral e a ativacao da
resposta imune inata, gerando uma inflamagéao cronica de baixa intensidade ao
longo das 24 semanas, tém papel fundamental no comprometimento funcional

da UNV e das funcdes cognitivas observados na SM.

4° Bloco: Investigacdo do papel do TLR4 na SM

Como o objetivo do trabalho visa avaliar as alteracfes neuroimunes no
modelo do SM e sua relacdo com o TLR4, focamos as demais andlises na 242
semana de dieta hiperlipidica, a fim de avaliar mais especificamente a
participacdo do TLR4 na neuroinflamacgéo e neurodegeneracdo na SM, ativacao
de microglias, a relacdo de astrdcitos com capilares cerebrais, fungédo cognitiva

e marcadores inflamatérios.

4.11 Envolvimento do TLR4 sobre a composicdo corporal, perfil
lipidico, insulinade jejum, glicemiade jejum e parametros hemodinamicos

no modelo de SM

Apos 24 semanas de dieta, os resultados da avaliagdo da massa
corporal entre os grupos controle (WT) e TLR4-mut, ambos alimentados com
dieta hiperlipidica ou normolipidica, ndo foram diferentes estatisticamente;
isso se deve ao fato de o ganho de peso nem sempre estar relacionado a
deposicao de gordura central. Este modelo experimental de SM induzido por
dieta hiperlipidica apresenta aumento da adiposidade visceral e epididimal; tal
aumento foi observado nos animais alimentados com dieta hiperlipidica e foi
independente do aumento de massa corporal (117). Este fato também foi

demonstrado em um estudo onde ratos wistar que receberam racao
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hiperlipidica por 7 semanas apresentaram peso corporal total e ganho de peso

similar aos animais que receberam racéo controle (118).

Em relacdo a gordura abdominal e percentual de gordura corporal,
observamos um aumento significativo no grupo WT-HFD, quando comparados
ao grupo WT-ND, mas néo no grupo TLR4-mut-HFD, quando comparados ao
grupo TLR4-mut-ND. Vale ressaltar que os valores de gordura abdominal e
percentual de gordura corporal sédo significativamente menores no grupo

TLR4-mut-HFD, quando comparados com o grupo WT-HFD.

As dietas ricas em gordura sdo reconhecidas como um método para
gerar um modelo valido de SM em animais (119, 120) mesmo que dietas com
diferentes composi¢Bes de lipideos apresentem resultados diferentes em
relagdo aos seus efeitos metabdlicos. Em geral os modelos de SM induzidos
por dietas ricas em gordura em roedores sao caracterizados por obesidade
central, Rl e alteracbes nos perfis de lipideos no plasma (117). A SM em
humanos € causada, em grande parte, por fatores referentes ao estilo de vida,
incluindo a ingestao caldrica excessiva e inatividade fisica. O modelo animal
gue mais reflete essa situacao € o modelo baseado em uma dieta hiperlipidica
(119).

Foi possivel observar um aumento estatisticamente significativo dos
valores de pressao arterial sistélica, glicemia de jejum, insulina, HOMA-IR e
colesterol no grupo WT-HFD, quando comparados ao grupo WT-ND. Cabe
salientar que tais parametros apresentaram valores estatisticamente menores

nos animais TLR4-mut-HDF quando comparados ao grupo WT-HDF.

Algumas caracteristicas adicionais e importantes do modelo
experimental utilizado no presente estudo séo as alteracdes cardiovasculares.
Um modelo de SM com aumento da adiposidade visceral associada a
alteracbes metabdlicas, incluindo dislipidemia, hiperglicemia e resisténcia
insulinica sugere o papel destas alteracbes no desenvolvimento da
hipertensdo moderada (121). O aumento da ingestao de sal em nosso modelo

experimental certamente contribuiu para as elevacdes da presséao arterial.
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Tabela 6 Composicao corporal, parametros hemodinamicos e metabdlicos
de camundongos WT e TLR4- mut no modelo de SM

Parametros WT TLR4-mut
ND HFD ND HFD
Massa corporal
©) 38+1 41+0.8 36+0,7 39+0,6
Gordura
Abdominal Total 1,5310,1 2,4710,2 ** 1,710,1 1,910,1 #
(9)
Gordura Corporal
total (%) 35,6+1,4 47,241,5 ** 37,5+2.9 43,3+1,2
PAS
(mmHg) 94,5+1,3 151,4+2,4 * 94,1+2 5 98,7+2,9 #
Glicemia de

Jejum (mg/dl) 101,3+13,5 170,9+10,7**  122,7+8,2 129,6+7,5
#

Insulina
(ng/ml) 0,21+0,1 0,67+0,3 * 0,29+0,7 0,26+0,7 #

HOMA-IR

1,51+0,7 7,82+3,7 * 2,57+0,7 2,43+0,7 #

Colesterol Total
(mg/dl) 120,1+18,1 180,2+12,2* 140,4+156 149,9+6,3

#

PAS — Pressdéo Arterial Sistélica, FC — Frequéncia Cardiaca, HOMA-IR - Homeostatic model
assessment. Valores representam a médiatEPM, n= 8 a 15, *p<0,05, **p<0,01 versus WT-
ND e #p<0,05 versus WT-HFD.

4.12 Efeitos do TLR4 sobre a quantidade e area dos adip6citos no
modelo de SM

O ganho de massa corporal acarreta, no tecido adiposo, em aumento de
volume (hipertrofia) ou nuamero (hiperplasia) de adipécitos (114). A
desregulacéo do tecido adiposo influencia significativamente na sua fisiologia.
Os animais WT-HFD apresentaram aumento, embora ndo estatisticamente
significativo, da area dos adipdcitos epididimais, quando comparados ao grupo
WT-ND. Esse aumento deve-se possivelmente a hipertrofia e ndo a hiperplasia
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dos adipdcitos. Os grupos TLR4-mut ndo apresentaram qualquer diferenca na

quantidade ou na area dos adipdcitos.

A hipertrofia de adipdcitos € considerada um evento chave na resisténcia
insulinica na obesidade e SM, pois ndo apenas eleva o0s niveis de citocinas
pré-inflamatérias, mas também leva a resisténcia a leptina (122-124), e pode
ser o resultado de uma baixa capacidade intrinseca de adipogénese (125). Em
contrapartida, uma maior taxa de geracao de adipoécitos tem mostrado levar a

hiperplasia de adipécitos (126).

No entanto, o numero total de adipdcitos € determinado na infancia e
adolescéncia, independentemente da massa corporal, sugerindo que a
hipertrofia dos adipdcitos representa 0 mecanismo mais importante para a
expansdo da adiposidade tecidual no ganho de peso (114).
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Figura 20 Quantificacdo e morfologia dos adipocitos. Area (A), nimero de adipdcitos (B)
epididimais e Fotomicrografias representativas (C) de camundongos controles (WT) e TLR4-mut
alimentados com dieta normolipidica (ND) ou dieta hiperlipidica (HFD) durante e 24 semanas.
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4.13 Envolvimento do TLR4 sobre os pardmetros microcirculatérios
no modelo de SM

4.13.1 Fluxo sanguineo cerebral

A medida do fluxo sanguineo cerebral, através de fluxometria a laser com
contraste de imagem, mostrou que os animais do grupo WT-HFD apresentaram
uma reducao significativa do fluxo sanguineo cerebral (173,6+5,1 U.A.P. p<0,05)
guando comparados ao grupo WT-DN (197,6£5,1 U.A.P.). O animais dos grupos
TLR4-mut ndo apresentaram diferencas neste parametro, conforme figura 16 A

4.13.2 Densidade capilar funcional

Através da videomicroscopia intravital por epi-iluminacéo e fluorescéncia,
foi possivel a visualizacédo da rede de capilares no tecido cerebral. Uma reducao
significativa do niamero de capilares cerebrais espontaneamente perfundidos,
densidade capilar funcional (DCF) foi evidenciada (rarefacdo capilar funcional)
na superficie cerebral do grupo WT-HFD (348,6 + 32,8 capilares/mm? p<0,05),
quando comparados aos animais controles (WT-DN 480,1+27,1 capilares/mm?);
nao houve diferenca entre os grupos TLR4-mut alimentados com DN e HFD,
conforme é possivel visualizar na figura 16 B, os valores da DCF do grupo TLR4-
mut-HFD foram significativamente maiores (409,3+26,6 capilares/mm? p<0,05),

guando comparados ao grupo WT-HFD.

4.13.3 Funcéo endotelial vascular cerebral

O estado inflamatorio crénico na SM causa desregulacédo nas acoes
enddcrinas e paracrinas dos fatores derivados de adipocitos, como exemplo
as adipocinas, que alteram a homeostase vascular e contribuem para a
disfuncdo endotelial. A inflamacédo do tecido adiposo, a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO, a resisténcia a insulina e niveis aumentados de
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lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox) sdo os principais fatores que
participam da disfungdo endotelial na SM (127, 128). A avaliagao da fungéo
endotelial vascular mostrou que o grupo WT-HFD apds estimulo com
acetilcolina apresentou resposta dilatadora abolida, caracterizada pela
presenca de vasoconstricdo causada pela ativacdo de receptores
muscarinicos no musculo liso arteriolar (-3,8+2,7 % p<0,005), quando
comparado ao grupo WT-DN (5,3+0,8 %), conforme figura 16 C.

Kim e colaboradores, (98) demonstraram que o TLR4 atua mediando a
inflamac&o vascular e a resisténcia a insulina na obesidade induzida pela dieta.
De forma semelhante, observamos no presente estudo que os grupos TLR4-mut
ndo apresentaram diferencas na resposta vasodilatadora a acetilcolina,

sugerindo a participacdo do TLR4 na disfuncéo endotelial.

A presenca de hiperglicemia crénica tem sido associada a formacédo de
espécies reativas ao oxigénio (ROS) (129) e citocinas pro-inflamatorias (130)
gue geram estresse oxidativo e alteracdes inflamatoérias que tém sido associadas
a alteractes da funcéo do endotélio vascular na SM (131, 132). Portanto, ha uma
forte correlacdo entre hiperglicemia e doenca microvascular cerebral, alteracdes
da barreira hematoencefélica, lesdo neuronal e perda de tecido cerebral (133,
134).
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Figura 21 Analises da microcirculacao cerebral Densidade capilar funcional cerebral (A),
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Fotomicrografias representativas da videomicroscopia intravital da microcirculacdo
cerebral (D) de camundongos controles (WT) e TLR4-mut alimentados com dieta
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normolipidica (DN) ou dieta hiperlipidica (HFD) durante e 24 semanas. Valores expressam
a médiatEPM, N= 8-13 *p<0,05, **p<0,01 versus WT-ND e #p<0,05, # p<0,01 versus WT-HFD,
Aumento=100x, Barra=50pum

4.13.4 Rolamento e adesédo de leucocitos na parede vascular
cerebral

A analise da interacdo leucdcito-endotélio de vénulas pdés-capilares na
microcirculacdo cerebral demonstrou que os animais do grupo WT-HFD
apresentaram um numero significativamente maior de leucdcitos rolando e
aderindo na parede venular (12,6£1,9 céls/min e 2,5+0,3 céls/min/100um,
respectivamente, p<0,001) quando comparados aos seus controles WT-DN

(1,7+0,3 céls/min e 0,4£0,1 céls/min/100um, respectivamente).

No entanto, o grupo TRL4-mut-DN n&o apresentou aumento dos valores
relativos aos parametros de rolamento e adesdo de leucdcitos, quando
comparado ao grupo WT-HFD, e nenhuma diferenca foi observada no grupo

TLR4-mut-HFD em relagcéo aos controles com dieta normolipidica.
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Figura 22 Rolamento e Adesao de Leucécitos. Valores de leucdcitos rolantes e aderidos
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contendo leucdcitos aderidos ou rolando (setas) de camundongos controles (WT) e TLR4-
mut alimentados com dieta normolipidica (DN) ou dieta hiperlipidica (HFD) durante e 24
semanas. Valores expressam a médiatEPM, N= 13-16 ***p<0,001 versus WT-ND e ###
p<0,001, ## p<0,01 versus WT-HFD. Aumento=200x, Barra=50um
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Nossos resultados sugerem que o TLR4 exerce papel fundamental na
reposta inflamatdéria induzida por dieta hiperlipidica, corroborando relato prévio
de atenuacdo da inflamacédo do tecido adiposo induzida pela obesidade em
camundongos TLR4-mut, quando comparados aos seus controles apds ingestéao
de dieta hiperlipidica. Portanto, a ativacdo do TLR4 parece exercer um papel
importante, principalmente nos eventos inflamatorios microvasculares cerebrais,
na disfuncdo endotelial cerebral e rarefagcdo microvascular observadas no

modelo animal de SM induzida por dieta hiperlipidica.

4.14 Envolvimento do TLR4 sobre a resposta cognitiva no modelo
de SM

4.14.1 Labirinto aquético de Morris

O labirinto aquatico de Morris (LM) é um teste muito utilizado para
analisar bioquimicamente a formagdo de memadrias espaciais e o aprendizado.
Em ratos e camundongos, a aquisicdo da memoéria de longa duracao para esta
tarefa requer funcionalidade do hipocampo dorsal. Apds a 232 semana de dieta,
0os animais foram submetidos ao teste de Moris Water Maze que avalia a
memoria contextual.

A natacdo forcada aumenta a motivacdo do animal para aprender e
formar a memoria, fazendo com que ele escape de forma mais rapida da piscina
ao subir na plataforma submersa (135). Os animais néo flutuaram durante o
teste, indicando que nao houve nenhum viés de adaptacdo ao teste. O
resultado observado na figura 18, sugere que os animais alimentados com a
dieta hiperlipidica apresentam comprometimento do aprendizado e da memoria
espacial, quando comparados ao animais alimentados com a dieta
normolipidica. Os animais alimentados com a dieta normolipidica aprendem a
encontrar a plataforma no terceiro dia do teste, porém, esta reducdo €
estatisticamente significativa no quarto dia em relacao ao primeiro dia do teste.
Ja os animais alimentados com a dieta hiperlipidica ndo aprendem no quarto
dia, pois o tempo para encontrar a plataforma néo foi diferente estatisticamente

em relacdo ao primeiro dia do teste. Nos animais TLR4-mut ndo houve
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diferenca entre os animais alimentados com a dieta HFD e a dieta DN, quanto
a curva de aprendizado e na retirada da plataforma.

Algumas doencas neuropsiquiatricas, como depressdo, ansiedade e
estresse crbnico, podem alterar a resposta dos animais na natacdo forcada
(136). Estudos experimentais indicam os efeitos deletérios da SM no cérebro e
como uma intervencdo dietética poderia modular esse impacto negativo. Os
mecanismos pelos quais os disturbios metabdlicos no cérebro podem impactar
a plasticidade sinaptica e a cognicdo sdo de grande interesse. Agrawal e Gomez-
Pinilla (2012) descreveram que ratos alimentados com uma dieta deficiente em
Omega-3 apresentaram déficits de memadria no teste Barnes Maze e que este

déficit foi exacerbado pela administracdo de frutose (137).

A
60~
S ar
=B
S © 40
c
o E
© O
c <
o ®
8_6- 20"
c @©
)
|_
0_
(1°dia) (2°dia) (3°dia) (4°dia)  (1°dia) (2°dia) (3°dia) (4°dia)
1 | 1 |
' WT " TLR4-mut
B
25+ * . e
@ P [ Dieta Normolipidica
S & 204 @l Dieta Hiperlipidica
(3 <
2 E 15
c 2
c '@
&8 8 10+
Sa
@ ©
T ° O]
-
0

WT TLR4-mut

Figura 23 Curva de aprendizado e laténcia no teste Water Maze. Os animais foram
alimentados com dieta normolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 23 semanas e entéo
foram submetidos a natagéo forgcada por 4 dias consecutivos (com tempo de teste de 1
minuto). Realizamos a contagem do tempo que 0s animais levavam para encontrar a
plataforma submersa nos quatro dias, e os dados foram plotados em forma de curva de
aprendizado (A). No quinto dia os animais foram colocados dentro da piscina por um
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minuto e foi contabilizado o tempo que os animais permaneciam no quadrante onde a
plataforma se encontrava submersa na piscina e os dados plotados como tempo de
laténcia na auséncia da plataforma (B). Valores expressam a médiatEPM, N= 12-15 *p<0,05
representa diferenga estatistica em relagédo ao 1° dia do teste, na figura 18 A. *p<0,05 versus
WT-DN, figura 18 B.

4.14.2 Teste do medo condicionado

Apébs a 232 semana de dieta, um grupo de animais que nao foi submetido
ao teste de Moris Water Maze, realizou o teste do medo condicionado “freezing”.
Este teste visa avaliar danos na capacidade cognitiva associada a memoria
aversiva. No grupo WT, é possivel observar que os animais alimentados com a
dieta normolipidica apresentam maior tempo de congelamento (WT-ND: 68,616
segundos), quando comparados aos animais alimentados com a dieta
hiperlipidica (WT-HFD 48,55 segundos p<0,05). Esse tempo de congelamento
significativamente menor indica que o0s animais em dieta hiperlipidica
permaneceram imoveis por menos tempo, possivelmente por danos a memaria

aversiva ao estimulo que receberam.

Os grupos TLR4-mut-ND e TLR4-mut-HFD né&o apresentaram diferencas
significativas no teste (50,67 segundos e 52,4+5 segundos, respectivamente).
No entanto, observamos que, embora néo tenha apresentado diferencas entre
si, 0s animais TLR4-mut-ND e TLR4-mut-HFD apresentaram valores similares
ao do grupo WT-HFD (48,55 segundos), o que poderia indicar um
comprometimento cognitivo no grupo TLR4-mut. E relevante ressaltar também
que ja foi descrito na literatura que camundongos C3H/HeJ possuem uma
mutac&o genética homozigoética que leva a degeneracéo da retina, acarretando
cegueira em idade de desmame (138). Portanto, acreditamos que este fato
esteja relacionado ao menor desempenho do teste do medo condicionado.
Dessa forma, faz-se imperativo a avaliagdo da funcdo cognitiva por outro teste
como o de open-field com exploracdo do ambiente, que envolva outros sentidos,

como o olfato, para elucidar essa questao.
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Figura 24 Teste do medo condicionado Os animais foram alimentados com dieta
normolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 23 semanas e entdo foram submetidos ao
teste do medo condicionado. No diatreino os animais foram colocados na caixa por 180
segundos seguida uma descarga elétrica de 0,6 mA, por 3,0 segundos e o estimulo
aversivo foi reforcado trinta segundos apds. ApOs 24 horas do treino 0s animais
retornaram a caixa e foi contabilizado durante 180 segundos o tempo que o animal
permanecera imoével. Os dados foram descritos como tempo laténcia em segundos.
Valores expressam a médiaztEPM, N= 10-13 *p<0,05 versus DN.

Niveis elevados de glicose ou resisténcia a insulina estédo ligados a um
risco elevado de comprometimento cognitivo. A insulina desempenha um papel
crucial na homeostase da glicose ao governar o equilibrio entre a producao de
glicose pelo figado e a captacdo de glicose pelos tecidos-alvo (113). Sendo
assim, acreditamos que a condicdo de resisténcia a insulina e hiperglicemia em
gue se encontram os animais WT-HFD deve estar contribuindo sobremaneira no
desbalanco da homeostasia entre as células da UNV em regides responsaveis

pela consolidacdo da memoria.

O cérebro € um 6rgao de consumo de alta energia; assim, os receptores
de insulina sdo extensivamente expressos neste 0rgao, particularmente em
areas relacionadas a registro de memaria, como o cortex cerebral, o hipocampo,
o hipotdlamo e a amigdala. Além disso, 0s neurbnios exibem uma expressao
mais densa do receptor de insulina do que as células da glia, e essa expresséo
€ particularmente alta nas regides pos-sinapticas (139). A sinalizacdo de insulina
defeituosa no cérebro causada pela expresséao reduzida do substrato do receptor

de insulina e a glicacdo das proteinas funcionais e estruturais vitais (140)
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promove a disfuncdo dos neurbnios, pois estes sdo altamente suscetiveis ao

estresse metabolico (141, 142).

Portanto, as altera¢des na sinalizacdo da insulina, também observadas
neste estudo, podem estar relacionadas as alteragbes cognitivas na SM. No
entanto, os animais TLR4-mut-HFD n&o apresentaram alteracfes nos niveis de
insulina, HOMA-IR e testes cognitivos, reforcando o entendimento da
participacdo do TLR4 nas alteracbes da via de sinalizacdo da insulina e

consequentemente no dano cognitivo.

4.15 Papel do TLR4 sobre a expressao proteica de marcadores

inflamatérios no cérebro no modelo de SM

A SM apresenta uma correlagéo positiva com concentracdes aumentadas
de adipocinas e a maioria dos marcadores pré-inflamatorios (128). A molécula
de adeséo intercelular-1/CD54 (ICAM-1) € um membro da superfamilia das
imunoglobulinas (143) e € expressa em uma ampla variedade de células
constitutivamente ou em condi¢cdes de inflamacao (144). Uma fungdo bem
documentada de um receptor de adesdo leucocitaria sendo tipicamente
expresso na superficie células endoteliais, onde medeia a transmigracdo de
leucécitos para tecidos (145). A ICAM-1 esta envolvida principalmente na firme
adesao leucocitaria em pequenos vasos e seu aumento pode estar associado a
obstrucdo da microcirculacdo por células inflamatdrias, como observado em
alguns segmentos venulares da microcirculacdo cerebral, levando a uma

drenagem microvascular prejudicada (146, 147).

Nos ensaios de western blot, foi possivel observar um aumento
significativo da expresséao proteica desta molécula de adesao no grupo WT-HFD,
quando comparados ao grupo WT-ND, enquanto nos grupos TLR4-mut n&o
houve nenhuma diferenca nos valores dessa molécula. Esses dados sédo
consistentes com os relatos em humanos, onde ja foi demonstrado o aumento
dos niveis de ICAM-1 soluvel, e tal aumento esta diretamente relacionado a
diversas condicfes patoldgicas, incluindo obesidade e transtornos relacionados
a obesidade (145, 148).
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Figura 25 Niveis de proteina da molécula de adesé&o intercelular-1/CD54 (ICAM-1) em
amostras do tecido cerebral de camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut)
alimentados com dietanormolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas. Os dados
séo representativos de dois experimentos (n = 3 a 4 por grupo em cada experimento). * p<0,05
versus WT-DN. D.O. Densidade éptica.

Também foi possivel observar um aumento significativo na expressao da
proteina alta mobilidade box 1 (HMGB1) no grupo WT-HFD, quando comparados
ao grupo WT-DN; ja no grupo TLR4-mut ndo houve diferenca entre os grupos

alimentados com a DN e a HFD.

A HMGBL1 é uma proteina secretada por macréfagos, células dendriticas,
células endoteliais, tumores, e também é liberada com o processo de necrose.
Duas classes de receptores ja foram descritas estar relacionadas com a
sinalizacdo da HMGB1: RAGE e TLRs. A HMGB1 € uma molécula multifuncional
gue pode também atuar como um gatilho extracelular e modulador de processos
celulares criticos, como inflamacgéo, proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia
(149). Ja foi descrito também que a HMGB1 atua como mediador na
neuroinflamacdo e ativagdo microglial no ndcleo isquémico apds isquemia
cerebral focal (150). Além de seus efeitos tradicionais sobre a inflamacéo, a
HMGB1 desempenha um papel importante na vasculatura (151), e o aumento
dos niveis séricos de HMGBL1 estdo associados com doencgas cardiovasculares

(152). A sinalizacdo de HMGB1 também esta relacionada com ativagédo
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endotelial, pois também pode ser liberada por células endoteliais no processo de
apoptose caracteristico da rarefacdo capilar (153). Quando o fenébmeno de
rarefacdo funcional capilar, ou seja a reducdo do numero de capilares
perfundidos, se mantém de forma crénica, se inicia a rarefacdo capilar estrutural,

onde ha reducéo do niumero de capilares existentes no tecido cerebral (154).
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Figura 26 Niveis da proteina de alta mobilidade box 1 (HMGB1) em amostras do tecido
cerebral de camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta
normolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas. Os dados sao representativos de
dois experimentos (n = 3 a 4 por grupo em cada experimento). * p<0,05 versus WT-DN. D.O.
Densidade éptica.

Em relacdo a expresséao proteica do TLR4 no tecido cerebral, o grupo WT-
HFD apresentou aumento, embora néo significativo, desses receptores quando
comparado ao grupo WT-DN. Como ja era esperado, os grupos TLR4-mut-ND e
TLR4-mut-HFD apresentaram valores semelhantes ao grupo WT-ND, pois,
embora haja a mutacdo para o receptor nos animais do grupo TLR4-mut, este

ainda é expresso constitutivamente.
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Figura 27 Niveis proteicos do receptor do tipo toll (TLR4) Niveis proteicos do receptor do
tipo toll (TLR4) em amostras do tecido cerebral de camundongos C3H/He (WT) e C3H/HelJ
(TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 24
semanas. Os dados sdo representativos de dois experimentos (nh = 3 a 4 por grupo em cada
experimento). D.O. Densidade 6ptica.

Diversos estudos ja demostraram que o aumento da expressdo de TLR4
esta relacionada aos componentes da SM. Song e colaboradores (2006)
demonstraram o aumento da expressdo de RNAm de TLR4 no tecido adiposo
de camundongos obesos db/db, sugerindo uma ligacéo da sinalizacdo de TLR4
na obesidade e inflamacédo (155). Poggi e colaboradores (2007) observaram
ainda reducado da adiposidade e aumento da sinalizacao de insulina no tecido
adiposo em camundongos C3H/HeJ alimentados com dieta hiperlipidica, quando
comparados aos seus controles selvagens alimentados com dieta hiperlipidica
(80).

Outros grupos também mostraram que a inativacao de TLR4 resultou em
diminuicdo da resisténcia insulinica e inflamacdo tecidual em modelos de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (156, 157). Tais dados
corroboram os resultados encontrados no presente estudo, onde verificamos o
aumento da expressao proteica nos animais WT-HFD, quando comparados aos
seus controles WT-DN; nos animais TLR4-mut HFD e TLR4-mut DN n&o houve
diferenca entre os grupos, apresentando valores semelhantes ao grupo controle
WT-DN.
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4.16 Efeitos do TLR4 sobre os vasos cerebrais no modelo de SM

A densidade capilar estrutural do cértex e hipocampo foram avaliadas
através do programa AngioTool, onde foi possivel calcular parédmetros
morfolégicos dos vasos, incluindo o numero e comprimento de vasos, a
densidade vascular e lacunaridade. Essa ferramenta € extremamente (til para
analisar quantitativamente as redes vasculares em condi¢des fisioldgicas,

patologicas e avaliacao da resposta farmacoldgica (89).

O grupo WT-HFD apresentou diminui¢cao significativa do comprimento
total dos vasos no cortex (2,2+0,1 mm *p<0,05), quando comparado ao grupo
WT-DN (2,8+0,2 mm); no grupo TLR4-mut ndo houve diferenca entre os animais

alimentados com DN e HFD.

Este resultado corrobora os dados da andlise da lacunaridade, que
representa o espaco entre os vasos, sendo diretamente relacionado a rarefacéo
vascular estrutural. O grupo WT-HFD apresentou aumento significativo da
lacunaridade no cortex (0,78+0,06 *p<0,05) quando comparado aos grupos WT-
DN (0,55 £0,04) e TLR4-mut-HFD (0,4+0,07). J& no grupo TLR4-mut, ndo houve

diferenca entre os animais alimentados com DN e HFD.
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Figura 28 Rede vascular no cortex cerebral Imagens representativas apos analise pelo
AngioTool (A) e representagdo gréfica (B, C) da analise realizada em 3 cortes do cortex de
camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica (DN)
ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas. *p<0,05 versus WT-DN e # p<0,05 versus WT-HFD.
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Ja no hipocampo, ndo houve diferenca no comprimento total dos vasos e
na lacunaridade de ambos os grupos WT e TLR4-mut, conforme demonstrado
na figura 24. Estes resultados sugerem que a disfuncdo microvascular nao
aconteca ao nivel do hipocampo, ou que esta rarefacdo seja mais funcional que
estrutural no modelo de SM e que provavelmente o TLR4 néo teria influéncia

neste processo.

O hipocampo esta localizado no lobo temporal e esta relacionado a
memoria, emocdes e aprendizado. E vascularizado pelas artérias hipocampais
que penetram pelo giro denteado, sulco fimbrio-denteado e pelo sulco
hipocampal. As artérias hipocampais dividem-se em 3 grandes troncos (158):

artéria hipocampal anterior, média e inferior.
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Figura 29 Rede vascular no hipocampo. Imagens representativas apos analise pelo AngioTool
(A) e representagdo grafica (B, C) da andlise realizada em 3 cortes do hipocampo de
camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica (DN)
ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas.

Uma vez que nao foram observadas alteragcdes na rede vascular do
hipocampo nos animais com SM, embora tenham apresentado uma reduc¢ao do
fluxo microvascular no cortex cerebral, perguntamos como estaria a relacéo

entre 0s astrécitos e 0s vasos cerebrais na regido do hipocampo.
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Sabe-se que as terminagfes astrocitarias estdo intimamente ligadas a
parede vascular e esta interacdo é extremamente importante na fisiologia da
unidade neurovascular. Além disso, uma vez alterada, essa conexao pode levar
a desregulacdo do fluxo sanguineo cerebral, transporte de glicose e

metabolismo, e comprometimento da BHE (159).

O grupo WT-HFD apresentou menor colocalizacdo (0,45%0,08
GFAP*/IB4) dos astrocitos nos vasos do hipocampo quando comparado ao
grupo WT-DN (0,81+0,06 GFAP*/IB4 *p<0,05) e TLR4-mut-HFD (0,91+0,03
GFAP*/IB4 ##p<0,01). O grupo TLR4-mut ndo apresentou diferenca entre os
animais alimentados com DN e HFD. Portanto, sugerimos que o TLR4 parece

estar envolvido nas altera¢gdes astrocitarias no modelo de SM.
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Figura 30 Colocalizacdo de astrdcitos com vaso no hipocampo (A) Imagens de microscopia
confocal de cortes do hipocampo marcadas com anti-IB4 para endotélio (laranja), anti-GFAP
(verde) para astrocitos e DAPI (azul) de camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut)
alimentados com dieta normolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas. As imagens
ampliadas indicam exemplos de contato entre 0s processos astrocitarios imunorreativos e o IB4
do vaso. Magnificacdo 40x, escala 50um (B) Representacao gréafica da colocalizacdo GFAP/IB4
*p<0,05 versus WT-DN ## p<0,01 versus TLR4-mut-HFD.
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Os astrécitos estao envolvidos na regulacéo do fluxo sanguineo cerebral
e do acoplamento neurovascular, bem como no auxilio na defesa imune por meio
da sintese e secrecdo de diversas citocinas envolvidas nos eventos
inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-6, IL-1B, VEGF e TGF-B (160). Além disso,
essas células tém grande impacto no controle energético cerebral, em razdo do
fornecimento de energia e metabdlitos (69). A atividade neuronal resulta em
aumento do fluxo sanguineo no cérebro, uma resposta denominada hiperemia
funcional. Os astrocitos desempenham um papel importante na mediacdo dessa
resposta. As terminacdes astrocitarias ficam em contato intimo com a lamina
basal que € um componente da parede do vaso (61). Neurotransmissores
liberados de neurdnios ativados induzem o aumento do influxo de Ca?* nos
astrocitos, levando a liberacdo de metabdlitos vasoativos do acido araquidonico
nas terminacbes de astrécitos nos vasos sanguineos. A sintese de
prostaglandina E2 (PGE2) e &cidos epoxieicosatriendico (EETs) dilatam os
vasos sanguineos, enquanto o &cido 20-hidroxieicosatetraendico (20-HETE)
contrai os vasos. A liberacdo de K* de endodfitos de astrocitos também pode
contribuir para a vasodilatacdo. Os astrocitos também contribuem para a
geracdo de tbnus vascular. A liberacdo de 20-HETE e ATP pelos astrocitos

contrai as células musculares lisas vasculares, modulando o tbnus vascular.

Portanto, qualquer ruptura das terminacdes dos astrécitos com 0s micro
vasos cerebrais pode acarretar alteracdes sobre a integridade da BHE, com o

consequente desenvolvimento de disturbios cerebrais (87).

Em condi¢bes patologicas, incluindo a doenca de Alzheimer e a
retinopatia diabética, o rompimento da fisiologia astrocitaria normal pode
comprometer a regulacdo do fluxo sanguineo. Ja foi descrita uma reducdo da
cobertura das terminag¢des astrocitarias nos vasos cerebrais de pacientes com
transtornos depressivos (159). De forma semelhante também ja foi descrita uma
reducdo da proteina GFAP em camundongos alimentados com dieta

hiperlipidica no hipotalamo, mas nédo no hipocampo e cértex (161).
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4.17 Efeitos do TLR4 sobre as microglias no modelo de SM

A microglia, linhagem de macréfagos do SNC, pode ser ativada por
diversos fatores pro-inflamatorios, citocinas ou hormdnios metabdlicos, tais
como a leptina, que estimulam a producdo de genes inflamatorios, 0os quais

podem exacerbar o processo inflamatorio cerebral (64, 78, 162).

Observamos que os animais TLR4-mut-HFD apresentaram microglias
mais ramificadas, tanto no cortex quanto no hipocampo, e menor nimero de
células por campo quando comparadas as células dos animais WT-HFD. Desta
forma, sugerimos que o TLR4 possa estar atenuando a organizacao estrutural e,
possivelmente, a ativacdo da microglia no modelo de SM, tanto no cortex como

no hipocampo.
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Figura 31 Andlise de microglias no cortex. (A) Imagens de microscopia confocal de cortes do
cértex marcadas com anti-IB1 para microglia (amarela) e anti-IB4 (vermelho) para vasos de
camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta normolipidica (DN)
ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas. Magnificacéo 40x, escala 50um. (B) Graficos do nimero
de microglias/campo e (C, D) sholl analises (ImageJ) de 20 microglia por grupo (Iba-1%).
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Figura 27 Analise de microglias no hipocampo. (A) Imagens de microscopia confocal de
cortes do hipocampo marcadas com anti-IB1 para microglia (amarela) e anti-IB4 (vermelho) para
vasos de camundongos C3H/He (WT) e C3H/HeJ (TLR4-mut) alimentados com dieta
normolipidica (DN) ou hiperlipidica (HFD) por 24 semanas. Magnificacdo 40x, escala 50um. (B)
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Graficos do nimero de microglias/campo e (C, D) sholl analises (ImageJ) de 20 microglias por
grupo (Iba-1*).

Existem evidéncias que demonstram o papel da microglia no dano
cognitivo, incluindo excessiva poda sinaptica, no cérebro de pacientes com

doenca de Alzheimer (72) e neuroinflamacéo na obesidade (163)

Também ja foi demonstrado que os produtos da obesidade, como acidos
graxos livres e citocinas pré-inflamatérias, poderiam atravessar a barreira
hematoencefalica e finalmente levar a uma alteracdo na funcédo microglial (164,
165). Por exemplo, a exposicdo de células gliais (microglia e astrocitos) de uma
cultura priméria, ao soro de ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica, que
continha leptina e proteina C-reativa, resultou no aumento da marcacao de
CD11b e GFAP, marcadores de microglia e astrocitos, respectivamente. Estes
dados sugerem que a obesidade induzida por dieta aumenta a inflamacao
sistémica e pode acarretar no aumento da permeabilidade da BHE, com
consequente aumento da exposicdo da microglia a sinais ativadores, como

citocinas inflamatérias, LPS e IgG, resultando finalmente na sua ativacdo. (165).

Bocarsly e colaboradores (2015) descreveram que camundongos
alimentados com HFD apresentaram aumento das ramificagbes das microglias,
demonstrado por um aumento no comprimento dos processos microgliais, em
vez de um aumento na microglia do tipo ameboide, que sao representados como
ramos microgliais curtos (163). Estes dados corroboram os resultados
encontrados no presente estudo, onde observou-se aumento das ramificacdes
das microglias no grupo WT-HFD, tanto no cértex como no hipocampo, quando
comparadas ao grupo TLR4-mut-HFD. Sugerimos que este aumento no nimero
de microgliais pode ser um mecanismo de compensacao para as microglias
disfuncionais. De fato, esse aumento, pode explicar a maior vulnerabilidade as

fungBes cognitivas e memadria observadas nos animais com WT-HFD.

Outro estudo demonstrou que o tratamento com um inibidor da sinalizacéo
de TLR4 em animais alimentados com HFD acarretou em um efeito protetor das
consequéncias neurais da obesidade, e esse efeito foi relacionado
principalmente a menor ativagdo microglial (166).
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Portanto, é provavel que a ingestdo crénica de uma dieta hiperlipidica
afete a integridade e funcionalidade da BHE. Nossos resultados mostram uma
resposta inflamatoria e disfuncdo microvascular no cérebro de camundongos
com SM. Atualmente, pouco se sabe sobre os mecanismos que ligam a SM com
a funcionalidade da BHE. No6s sugerimos que a maior ativacdo da resposta
imune, via TLR4 na SM poderia desempenhar um papel importante neste
processo degenerativo.

Algumas limitacBes deste estudo necessitam ser consideradas pois ainda
serdo realizadas como: avaliacdo da expressao do fator neurotrofico derivado do
cérebro, o BDNF que tem um papel central no desenvolvimento, fisiologia e
patologia do sistema nervoso; como também em processos relacionados a
plasticidade cerebral como a memaria e o aprendizado, além da avaliacdo da

viabilidade neuronal através da imunohistoquimica.

O estudo sobre a relacdo da SM e a neurodegeneracao ainda tem muitas
questdes a serem elucidadas. Sabemos que a inflamacdo é uma questédo
inerente a SM, desta forma entender se existe um componente da dieta
responsavel pela inducdo da inflamacao ou se o perfil inflamatério do tecido
adiposo visceral seria um potente deflagrador deste processo ainda necessita
ser esclarecido. Em contra partida avaliar se a modulacdo do TLR4 de forma
local, via drogas com acado seletiva nestes receptores no sistema nervoso
central, poderia diminuir a neuroinflamacdo e consequentemente a
neurodegeneracdo ainda sdo questdes fundamentais que necessitam de

entendimento.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que:

- Os camundongos C57BL6 alimentados com a dieta hiperlipidica apresentam
aumento de peso e gordura, a partir da 122 semana de ingestdo dessa dieta, e
as alteracdes na pressao arterial sistolica, frequéncia cardiaca, triglicerideos,
colesterol e insulina s&o mais evidentes na 242 semana de dieta. As alteragdes
microcirculatorias, como a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral, rarefacao
microvascular, aumento do rolamento e adesdo de leucdcitos em vénulas
cerebrais e a disfuncdo endotelial arteriolar também sdo observadas na 242

semana de dieta hiperlipidica.

- Os camundongos C3H/HeJ alimentados com a dieta hiperlipidica nao
desenvolvem a sindrome metabdlica, pois ndo apresentam alteracdo nos niveis
de glicemia, presséo arterial e perfil lipidico. De forma semelhante, também né&o
observamos alteracdes microcirculatérias e inflamatorias nestes animais.
Portanto, concluimos que o TLR4 parece estar envolvido nas alteracfes
relacionadas ao processo inflamatério crénico da SM e portanto, nas

consequéncias microvasculares cerebrais e metabdlicas desta sindrome.

- AplGs 24 semanas de dieta, os animais selvagens alimentados com dieta
hiperlipidica apresentam uma disfuncdo microvascular relevante, com maior
ativacdo de microglias e menor interacéo de astrécitos com os vasos cerebrais.
Esses achados estédo diretamente correlacionados ao declinio cognitivo e, além
disso, essas alteragcdes nao foram observadas nos animais TLR4 mutantes

alimentados com dieta hiperlipidica.

- A substituicdo da dieta hiperlipidica apds o estabelecimento da SM pela dieta
normolipidica, promoveu redugdo da massa corporal e gordura abdominal nos
animais selvagens, e este efeito pode estar diretamente relacionado a menor
inflamacéo vascular cerebral, evidenciada pela diminuicdo no rolamento e
adeséao de leucocitos em vénulas cerebrais, possivelmente decorrente da menor
ativacdo do TLR4. Nos animais que apresentam a mutacdo para o TLR4 a
substituicdo da dieta ndo acarretou em nenhuma diferenca nos parametros

avaliados.
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- A ingestédo de dieta hiperlipidica por uma semana néo foi capaz de induzir
alteracdes microcirculatorias e inflamatérias cerebrais nos animais selvagens e
mutantes para o TLR4, sugerindo que a ingesta da dieta hiperlipidica por curto
periodo ndo é suficiente para induzir as consequéncias de um processo
inflamatorio crénico observado apos 24 meses. Além disso, com uma semana
de dieta os animais nao tiveram aumento da gordura visceral, outro fator que

contribui para a inflamacgao cronica de baixa intensidade na SM.

Portanto, os resultados deste estudo demonstram que a ativacao do TLR4
parece exercer um papel importante principalmente na disfungdo microvascular
e neuroinflamacdo associada a sindrome metabdlica induzida por dieta
hiperlipidica e, possivelmente, desempenham um papel causal no

desenvolvimento do declinio cognitivo.
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