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RESUMO

Vasconcelos AR. Efeitos comportamentais e bioquimicos da dieta intermitente na vigéncia de
um estimulo inflamatorio no hipocampo de ratos [Mestrado em Farmacologia]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2011.

Hormese é uma resposta adaptativa das células e dos organismos a um estresse moderado,
normalmente intermitente, que pode apresentar muitos efeitos benéficos ao sistema biologico.
Exemplos incluem a exposicdo a baixas doses de certos fitoquimicos como curcumina,
isotocianatos e resveratrol, o exercicio fisico e a dieta intermitente. Esta Gltima, quando néo
causa desnutricdo, expde 0s organismos a um estresse nutricional moderado, que ndo apenas
estimula as proteinas de estresse, mas também os mecanismos de defesa do organismo,
tornando a célula ou 0 organismo mais resistente a estimulos toxicos. Em linhas gerais, a dieta
intermitente parece atuar em vias associadas a sobrevivéncia celular e a resposta inflamatoria,
envolvendo com isso a modulacdo de fatores de transcricdo como o fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-xB). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares
associados a estes efeitos, assim como o envolvimento da hormese na sinalizagdo de vias
importantes associadas a neuroprotecdo e neurogenese, como a do elemento de resposta ao
AMP ciclico (CREB) e a sinalizagédo associada a via da WNT, além de sua correlagdo com a
sinalizacdo inflamatdria. Este projeto tem como objetivo avaliar os efeitos da dieta
intermitente na memoria e no aprendizado e nos mecanismos de sinalizacdo associados a
proteina WNT, aos fatores de transcricdo CREB e NF-kB, e expressdo de genes regulados por
esses fatores de transcricdo no hipocampo de ratos na auséncia e na presenga de um estimulo
inflamatdrio, representado pela administracdo intravenosa de lipopolissacarideo (LPS). Os
resultados mostraram que a dieta intermitente melhora o desempenho dos animais nos testes
comportamentais labirinto de Barnes e esquiva inibitoria na presenca ou auséncia de LPS.
Ainda, a dieta intermitente induz um aumento de CREB fosforilado e da sinalizacdo candnica
da WNT e promove alteracdes de diversos marcadores inflamatorios, tais como o aumento da
razdo interleucina-10 (IL-10) / fator de necrose tumoral (TNF) e a diminuicdo dos niveis de
RNA mensageiro (RNAm) do receptor Toll-tipo 4 (Tlr-4), da oxido nitrico sintase induzida
(Nosi) e da cicloxigenase 2 (Cox-2) desses animais quando comparado ao grupo controle. Em
conjunto, os dados sugerem que a dieta intermitente induz um predominio das vias de

sinalizacdo protetoras no sistema nervoso central (SNC) de ratos.

Palavras-chave: Dieta intermitente. Neuroprotecdo. Inflamacdo. Hipocampo. Cognicao.



ABSTRACT

Vasconcelos AR. Behavioral and biochemical effects of intermittent fasting in the presence or
absence of an inflammatory stimulus (LPS) in rat hippocampus [Master in Pharmacology].
Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2011.

Hormesis is an adaptive response of cells and organisms to a moderate stress, usually
intermittent, which may have many beneficial effects to the biological system. Examples
include exposure to low doses of certain phytochemicals such as curcumin, resveratrol and
isothiocyanates, exercise and intermittent fasting dietary restriction. The latter, when it does
not cause malnutrition, induces a moderate nutritional stress to the organism, which not only
stimulates the stress proteins, but also the body's defense mechanisms, making the cell or the
organism more resistant to toxic stimuli. In general, intermittent fasting seems to act by
mechanisms associated with cell survival and inflammatory response, thereby involving
nuclear transcription factor kappa B (NF-kB) modulation. However, little is known about the
molecular mechanisms involved, as well as the involvement of hormesis in signaling
pathways important to neurogenesis and neuroprotection, such as the cyclic AMP response
element (CREB) and WNT, and its correlation with inflammatory signaling. The present work
investigates the effects of intermittent fasting on memory and learning, the signaling
mechanisms associated with WNT proteins, CREB and NF-«xB transcription factors and gene
expression regulated by these transcription factors in rat hippocampus in absence or presence
of an inflammatory stimulus, represented by intravenous administration of lipopolysaccharide
(LPS). The results showed that intermittent fasting improved performance in Barnes maze and
inhibitory avoidance behavioral tests even when treated with LPS. Also, intermittent fasting
induced both increase of phosphorylated CREB and canonical WNT signaling pathway, and
changes in inflammatory mRNA markers levels, such as, decreasing of toll-like receptor-4
(TIr-4), induced nitric oxide synthase (iNos) and cyclooxygenase 2 (Cox-2). In addition,
intermittent fasting can also increase interleukin (IL)-10/tumor necrosis factor (TNF) ratio
levels when compared to control group. Taken together, our results suggest that intermittent
fasting dietary restriction induces a prevalence of protective signaling cascades in the central

nervous system (CNS).

Key words: Intermittent fasting. Neuroprotection. Inflammation. Hippocampus. Cognition.
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1 INTRODUCAO

1.1 A restricdo de energia da dieta

O termo hormese € definido como um fendmeno dose-resposta bifasico caracterizado
por estimulacdo em baixas doses e inibicdo em altas doses (1, 2). A hormese é uma resposta
de compensacdo adaptativa do organismo a um estimulo estressor ambiental moderado que os
torna mais resistentes frente a uma situacdo de estresse mais intenso (3). Entende-se por
estimulo estressor ndo apenas a exposi¢do a substancias toxicas, mas também qualquer outro
estimulo com consequéncias potencialmente deletérias para o organismo, como, por exemplo,
0 aumento ou diminuicdo de temperatura, o exercicio fisico e a restricdo de energia da dieta
(RED) (2).

A RED sem desnutricdo atrasa o surgimento de varias alteracfes fisioldgicas que
ocorrem durante o envelhecimento e promove um aumento da expectativa de vida em animais
de varias espécies (4, 5) como roedores (6), peixes (7), drosofilas (8), vermes (9), leveduras
(10) e primatas (11), podendo provavelmente ocorrer também em humanos, embora ainda nao
confirmado.

Além do aumento da expectativa de vida, muitos estudos tém demonstrado diversos
efeitos benéficos da RED sobre a salde. Por exemplo, a RED pode atenuar ou prevenir a
incidéncia de cancer de ocorréncia espontanea (12), induzido quimicamente (13) ou por
radiacdo (14). A RED também protege as células do cérebro (15) e do coracdo (16) em
modelos de derrame cerebral e infarto do miocéardio. Além disso, a RED inibe o
desenvolvimento de doencas autoimunes em varias linhagens de roedores (17) e atrasa o
surgimento e progressdo de dermatite alérgica espontanea (18) ou quimicamente induzida
(19). Ainda, a RED aumentou a resisténcia a neurotoxinas em modelos experimentais de
doenca de Huntington, doenga de Alzheimer (DA) e doenga de Parkinson (DP) (20-22).
Corroborando com estas evidéncias, dados epidemioldgicos sugerem que as incidéncias de
DA e DP sdo menores em paises com menor consumo de comida por pessoa (por exemplo,
Japdo e China) em comparacao com paises onde esse consumo é maior (por exemplo, Estados
Unidos e Canada) (23) e que individuos com baixa ingestdo caldrica diaria parecem ter um
risco menor de desenvolver DA e DP (24, 25).

A RED em camundongos atenuou os deficits no aprendizado e memdria relacionados
a idade (26) e diminuiu os niveis de estresse oxidativo em varios 6rgdos incluindo o céerebro

(27). Em humanos, a RED reduziu a inflamacdo e o estresse oxidativo em asmaticos (28).
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Esses e outros efeitos benéficos e protetores da RED sdo provavelmente mediados por
mecanismos horméticos (29).

Dois mecanismos gerais tém sido propostos para a RED e seus efeitos benéficos; um
deles € a diminuicdo do estresse oxidativo e da producéo de radicais livres (30) e 0 outro € a
inducdo de uma resposta de estresse celular moderada que aumenta a capacidade das células
de lidar com situagdes de estresse mais graves (31).

Além da associacdo entre a RED e o estresse oxidativo, estudos tém demonstrado
outro possivel mecanismo da RED, onde se observa uma inibicdo da resposta inflamatoria e
da inflamac&o relacionada a idade (32, 33). A RED modula a atividade e a expressao de varias
citocinas pro-inflamatérias como TNF, interleucina (IL)-18 e IL-6 (32, 34, 35). Estudos tém
mostrado que o envelhecimento estd associado a um aumento da inflamacéo cerebral (36, 37).
Alem disso, a inflamag&o sistémica pode estar associada a doengas coronarianas, diabetes,
esclerose multipla, DA e DP (38). De fato, estudos recentes demonstram uma forte associagédo
entre neurodegeneracdo e inflamacdo (revisdo em 39); por exemplo, tem sido observada a
presenca de processos inflamatérios (ativacdo de microglia e aumento da producdo de
citocinas pré-inflamatérias) no SNC de pacientes com DA (40). Da mesma forma, dados tanto
epidemioldgicos quanto clinicos tém descrito a importancia da terapia anti-inflamatoria para
retardar a progressdo da doenca, amenizando os sintomas graves da DA (41, 42). Em muitos
individuos, uma dieta mal adaptada é a maior causa desta inflamag&o crénica (38, 43).

Vaérias alteracBes bioquimicas e moleculares tém sido observadas em animais
mantidos em RED que séo consistentes com mecanismos de hormese nos efeitos benéficos da
restricdo. Proteinas de choque térmico protetoras tém sido encontradas em concentracfes
elevadas em varios tecidos de animais submetidos a RED como, por exemplo, a proteina de
choque térmico (HSP)-70 em células do figado de ratos (44). Em outro estudo, a dieta
intermitente aumentou as concentracfes desta e de outra proteina de choque térmico, a
proteina-78 regulada pela glicose, em sinapses de cérebros de ratos (45). Uma classe de
moléculas citoprotetoras estimulada pela RED sdo as enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase e glutationa peroxidase (46). Além disso, cérebros de ratos mantidos em uma dieta
de calorias reduzidas exibiram quantidades maiores de vitamina E e coenzima Q10 quando
comparados com cérebros de animais com alimentagédo ad libitum (47). Quando roedores ou
macacos foram mantidos em RED, concentracdes de fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) e fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) estavam aumentadas em vérias regides
do cérebro (48, 49).



15

Contudo, apesar de uma extensa literatura que demonstra efeitos benéficos da RED na
salde, a RED pode ndo induzir uma resposta benéfica adaptativa em todas as células. Por
exemplo, a concentracdo de HSP-70 ndo aumentou em motoneurdnios da medula espinhal em
modelo de camundongos com esclerose lateral amiotréfica mantidos em RED (50). As células
envolvidas na cicatrizagdo de feridas ndo respondem adaptativamente a RED e, de fato, tem
sido demonstrado que a RED pode prejudicar a cicatrizacdo de feridas em roedores (51).
Dependendo da magnitude da restricdo de energia, a RED pode nédo ser benéfica ou pode até
mesmo causar efeitos adversos em 6rgéos reprodutores, como infertilidade, irregularidades
menstruais, perda de libido, hipertensdo, depresséo e irritabilidade particularmente nas fémeas
de mamiferos em geral (52, 53). Assim, apesar dos efeitos benéficos da RED listados na
literatura, estudos de dose-resposta da RED ainda ndo foram realizados em muitas células e
orgdos, e, portanto, um melhor entendimento dos seus efeitos e mecanismos moleculares é
importante para que se possam desenvolver protocolos de RED adequados para a salde
humana. H& poucos estudos sobre os efeitos da RED em humanos, mas informacgdes
disponiveis até 0 momento sugerem que a RED reduz o risco de desenvolvimento de diabetes
tipo 2 e aterosclerose, além de induzir muitas das respostas adaptativas que ocorrem em
animais de laboratério em restricdo (54, 55). Desta forma, um melhor entendimento dos
mecanismos horméticos da RED poderd também trazer novos avangos no tratamento ou até

mesmo na prevencdo de doencas neurodegenerativas.

1.2 A dieta intermitente

Os efeitos benéficos da RED foram relatados em varios protocolos experimentais
diferentes. Em um dos protocolos de RED, a restricdo calorica, € feita a restri¢cdo das calorias
totais consumidas diariamente (12, 56). Uma forma comum de restricdo calorica € limitar o
consumo diério de alimento, ocorrendo entdo uma restricdo total de nutrientes a longo prazo
(57). Assim, a quantidade de comida fornecida ao animal é ajustada diariamente a 60-80% do
consumo diario do grupo alimentado ad libitum (18).

Outro protocolo muito utilizado de RED € a dieta intermitente, na qual os animais
alternam entre dias em que sdo alimentados ad libitum e dias de jejum, quando ndo tém acesso
ao alimento (58). Nesse protocolo ocorre uma restri¢cdo na frequéncia de consumo alimentar, e
ndo na quantidade total de alimento ingerido. J& foi demonstrado que pequenos periodos de

jejum sdo efetivos para a protecdo contra os estimulos estressores ambientais. Por exemplo,
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camundongos mantidos por 2 dias apenas com agua apresentam uma maior resisténcia contra
estresse oxidativo (59) e alergia quimicamente induzida (60).

A dieta intermitente promove efeitos benéficos semelhantes ao da restri¢cdo caldrica;
ambos 0s protocolos diminuem os riscos de doencgas cardiovasculares, aumentam a
expectativa de vida e diminuem a producéo de radicais livres, além de melhorarem a atividade
dos mecanismos protetores (61, 62). Além disso, 0 aumento da resisténcia ao estresse
oxidativo durante a dieta intermitente pode contribuir para os efeitos beneficiais desse
protocolo (63).

Nossos ancestrais consumiam alimentos com frequéncia muito menor do que hoje em
dia, por vezes passando diversos dias sem acesso ao alimento, o que indica que eles eram
adaptados a dieta intermitente (64). Apesar da falta de evidéncias cientificas, profissionais da
salde costumam dizer que € mais saudavel o consumo de pequenas refeicdes com maior
frequéncia do que o consumo de grandes refeicGes com menor frequéncia (64). No entanto, ha
um estudo que aponta que a frequéncia de alimentacdo e os periodos de jejum ndo exercem
maiores impactos sobre o consumo calorico de pessoas obesas (65).

O jejum € obrigatdrio para todos 0os muculmanos adultos saudaveis durante o0 més do
Ramadan. A dieta do Ramadan é considerada intermitente, ja que o consumo de agua e
comida s6 € permitido do pdr ao nascer do Sol, intercalando com periodos de jejum (66).
Durante esse més, sdo observados uma perda de massa corpdrea dos individuos, além do
aumento dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) e reducdo dos niveis de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e apoproteina Al (67), alteracbes essas que s&o
consideradas protetoras para o sistema cardiovascular (68, 69). Os efeitos da dieta
intermitente também foram relatados em um estudo com individuos ndo obesos que se
mantiveram em jejum de meia noite a meia noite sucessiva em dias alternos por 22 dias.
Como resultado, os individuos em dieta intermitente tiveram perda de 2,5% do peso inicial
total e 4,1% da massa gorda inicial (70). Entretanto, estudos mais detalhados e a longo prazo
s80 necessarios para avaliar os efeitos benéficos deste tipo de dieta em humanos.

De maneira geral, pode-se dizer que a dieta intermitente promove diversos efeitos
benéficos ao organismo, mesmo se o periodo de jejum for seguido por um periodo de acesso
livre ao alimento de forma que o consumo total calérico ndo seja alterado. De qualquer modo,
tanto o protocolo de restricdo da quantidade (restricdo caldrica) quanto da frequéncia de
alimentacdo (dieta intermitente) protegem contra varias doencas, provavelmente por

mecanismos horméticos que aumentam a resisténcia celular contra estimulos estressores (29).
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1.3 O fator de transcricdo CREB

O CREB é um fator de transcricdo nuclear constitutivamente expresso que regula a
transcricdo de genes envolvidos no funcionamento e na sobrevivéncia neuronais (71-73). Este
fator de transcricdo, quando ativado, é fosforilado no sitio de serina 133 em resposta a
multiplas vias de sinalizacdo (74, 75). A forma fosforilada de CREB se liga a coativadores,
proteina ligadora de CREB (CBP) e p300 resultando na facilitacdo da expressao dos seus
genes alvos (76).

Estudos em vérias espécies mostraram que para a formagdo da memoria de longa
duracdo é essencial que ocorra a ativacdo do fator de transcricio CREB e a inducdo da
transcricdo de genes dependentes de CREB, como c-fos e Bdnf (revisdo em 77, 78). Muitos
estudos em roedores demonstraram que a consolidacdo da memdria espacial aumenta os
niveis de CREB fosforilado no hipocampo dorsal (79-85). Do mesmo modo, a expressao
génica mediada por CREB é aumentada no hipocampo durante a potenciacdo de longa
duracdo (LTP) (86). S&o observados deficiéncias na memoria espacial de ratos apds infusédo
intra-hipocampal de oligonucleotideos antisense de CREB (87). Além disso, estudos
mostraram alteracOes na fosforilacdo de CREB na regido CA1 do hipocampo correlacionadas
com o dano da memoria espacial que ocorre durante o envelhecimento (83).

Apesar da importancia da fosforilagdo do CREB ser bem documentada para a
formacéo de memoria de longa duracdo e da existéncia de estudos que correlacionam a RED
com melhora cognitiva, pouco se sabe sobre os efeitos da dieta intermitente sobre a
modulagéo do CREB.

1.4 O fator de transcri¢cdo NF-xB

O fator de transcricdo NF-xB é um heterodimero constituido de combinagfes de
diferentes subunidades. Na literatura, o termo NF-«xB inicialmente foi usado para designar a
combinacdo p50/RelA (p65). Além dessas, outras subunidades foram posteriormente
descritas, tais como a cRel, RelB e p52, mostrando que diferentes tipos de combinacdes séo
capazes de ativar diferentes genes. As subunidades p50 e p52 formam dimeros inibitérios da
transcricdo, se ligando a regides promotoras sem exercer atividade e bloqueando a interagéo

desses genes com o dimero ativo que possuem a subunidade RelA ou RelB (88).
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O NF-xB € encontrado em uma variedade de tipos celulares incluindo neurdnios e
microglia (89) e sua ativacdo pode ser induzida por substancias secretadas por células da glia
e neurdnios ativados durante a resposta imune (90) e por agentes como o peptideo beta-
amildide (BA) (91, 92), cocaina (93) e LPS (94, 95).

Nas células ndo estimuladas, os dimeros de NF-kB sdo mantidos em um estado inativo
no citoplasma pela associa¢do as proteinas inibitorias da familiakB (96). A ativagdo do
NF-kB é controlada pelo complexo da IkB cinase (IKK) que consiste em duas subunidades
cataliticas (IKKa e IKKp) (97-100) e a subunidade regulatoria NEMO (modulador essencial
do NF-xB, tamtm conhecida como IKK (101, 102). Apos a estimulacdo celular, o
complexo IKK fosforila duas serinas N-terminais especificas das proteinas 1«B resultando em
sua poliubiquitinacdo e degradacdo pelo proteossoma 26S, permitindo que o NF-xB migre
para o nucleo e module a transcri¢cdo de genes alvos tais como Nosi, Cox-2, II-14, Tnf, 1xBe,
além de genes relacionados a neuroprotecdo como o Bdnf (103).

As neurotrofinas controlam a sobrevivéncia celular, diferenciacdo e sinaptogénese,
além de exercerem importantes fungdes na plasticidade sindptica no SNC. As respostas
fisioldgicas das neurotrofinas s@o mediadas pela ativacdo de duas classes distintas de
receptores transmembrana, os receptores da familia da cinase relacionada a tropomiosina
(Trk) e a p75""™® (revisdo em 104, 105). Os efeitos do BDNF dependem de sua ligagdo ao
receptor TrkB e subsequente ativagdo de tirosinas cinases presentes no citoplasma. Dessa
forma, essa neurotrofina exerce uma importante funcdo na protecdo neuronal, podendo
proteger os neurdnios de danos oxidativos resultantes de varios tipos de injdrias (106).

A grande relevancia do NF-xB decorre da enorme quantidade de genes implicados em
varios processos celulares que séo regulados por esse fator de transcricdo. Uma vez que a
regulacdo da expressdo destes genes tem consequéncias notaveis para o funcionamento
cerebral, o NF-xB é também reconhecido como um importante modulador dos processos de
desenvolvimento, de plasticidade, neurodegenerativos e inflamatérios (88, 107-109).

Em linhas gerais, a RED parece atuar, dentre outras, em vias associadas a modulagao
de fatores de transcricdo como o NF-xB. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos

moleculares da RED envolvendo a via de sinalizagédo deste fator de transcricgéo.
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1.5 As proteinas da familia WNT

WNTSs sdo glicoproteinas secretadas que se ligam aos receptores Frizzled (FZ), que
sdo, por sua vez, proteinas transmembranas (110). O complexo WNT-FZ ativa uma proteina
citoplasmatica denominada Dishevelled (DVL) (111).

Apos a ativagdo da DVL, pode ocorrer a ativacdo de diferentes cascatas de sinalizacao
que podem ser amplamente divididas em duas categorias: a via candnica dependente de
B-CATENINA e a via ndo-canonica independente de B-CATENINA (112). Na via candnica,
na auséncia de WNT a GSK-3p é ativa e fosforila a B-CATENINA, promovendo a sua
degradacédo por proteassomas; por outro lado, na presenca da WNT, a atividade da GSK-33 é
inibida possibilitando o acumulo e translocacdo de B-CATENINA para o nacleo celular para
formar o complexo fator de transcricdo B-CATENINA-célula T especifica (TCF) e fator
intensificador (enhancer) do linfocito (LEF) que por sua vez, ativa a transcricdo de genes
alvos (revisdo em 113).

Em doencas neurodegenerativas, tumores e em processos inflamatorios tem havido
muitas evidéncias com relacéo a efeitos benéficos/maléficos mediados pela sinalizagdo WNT
(114). Alteracdes na sinalizacdo da via candnica da WNT tém sido associadas a formacéo de
tumores, doencas degenerativas e inflamag&o. No entanto, 0os mecanismos moleculares ainda
sdo pouco conhecidos. Em drosofila (115) observou-se que a expressdo de WNT-5a pode ser
modulada pelo NF-xB, e uma vez expressa, a WNT-5a, através da interagdo com o receptor
FZ, pode levar a ativacdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-6, IL-1p e IL-8.
Recentemente, foi demonstrado em macrofagos humanos um aumento nos niveis de WNT-5a
em pacientes com sepse (116).

Atualmente ja sdo bem estabelecidos que as proteinas da familia WNT sdo importantes
mediadores da comunicagdo intercelular e que a sinalizacdo mediada por estas proteinas é
crucial para o desenvolvimento embrionario de varios sistemas, inclusive o SNC, regulando o

desenvolvimento de circuitos neuronais e plasticidade neuronal no animal adulto (117-120).
1.6 Os receptores do tipo Toll - 4 (TLR-4)
O TLR-4 é um receptor que pertence a familia de receptores TLRs de proteinas de

superficie celular. Esses receptores sdo importantes mediadores da imunidade inata,

respondendo a diversos produtos microbiais e ligantes endégenos induzidos por dano tecidual
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(121). Além disso, sdo bastante homologos a proteina Toll da droséfila (122, 123), onde
inicialmente foram descobertos dando origem a seu nome, e a familia do receptor de IL-1 no
homem (124).

Os TLRs estdo presentes em diversas células do sistema imune de mamiferos,
incluindo células B (125), mastécitos (126), células NK (127), células T reguladoras (128),
macrdofagos, monacitos, células dendriticas (129), neutréfilos (130) e basofilos (131), além de
estarem presentes em células ndo imunes como células epiteliais (131) e endoteliais (132). Do
mesmo modo, os TLRs podem ainda ser encontrados no SNC, onde, até recentemente, se
acreditava que sua expressdo se limitava somente a microglia (133), astrocitos (134) e
oligodendracitos (135). Entretanto, hoje j& se sabe que neurbnios, assim como células tronco
neuronais, também expressam TLRs (136).

Atualmente sdo conhecidos 11 tipos de TLRs em humanos e 13 tipos em
camundongos, todos eles apresentando pequenas diferengas nas cadeias de aminoacidos que
compde as proteinas que os formam (137). Devido a essas diferencgas, cada TLR € capaz de
reconhecer classes diferentes de padrfes moleculares associados ao patégeno (PAMPS)
presentes em diversos microorganismos patogénicos, como, por exemplo, o LPS,
lipoproteinas, flagelina, peptideoglicanos, DNA, RNA, entre outros (138, 139). Cada receptor
reconhece classes especificas de patégenos; por exemplo, o TLR-4 reconhece
predominantemente o LPS de bactérias gram-negativas (140).

Além dos PAMPs que ativam diferentes TLRs, ja foram também identificados ligantes
enddgenos de padrdo molecular associado a dano celular (DAMPS), e outros produtos da
inflamacdo tecidual. Varios ligantes enddgenos ja foram escritos, como o acido hialurénico de
baixo peso molecular, fibrinogénioB -defensinas e HSPs (141, 142). E importante ressaltar
que as sinalizacbes resultantes da ativacdo de TLRs por PAMPs e DAMPs parecem ser
diferentes, 0 que pode ser devido a necessidade de diferenciar entre a ativacdo de TLR
induzida por patdgenos que requer uma intervencdo imune e a ativacdo de TLRs por dano
tecidual que requer um balango entre a intervengdo imune e o reparo do dano no tecido (143-
145).

Quando ativado, o TLR-4 inicia cascatas de sinalizacdo que envolvem a ativacdo de
fatores de transcricdo como 0 NF-xB ou AP-1, por exemplo; ambos ativam genes de citocinas
inflamatorias, como TNF e IL-1B, aBm de genes associados a processos de proliferagcdo
celular e apoptose (146).

O TLR-4 ¢ classicamente estudado em relacdo a imunidade; porém, atualmente varios

estudos tém mostrado um importante papel fisiologico desse receptor decorrente de sua
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ativacdo endogena, como o envolvimento na neurogénese (147), no estresse oxidativo
(revisdo em 148) e no desenvolvimento de desordens metabolicas como a obesidade (149-
157).
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2 OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo avaliar os efeitos da dieta intermitente na memoria e

no aprendizado e nos mecanismos de sinalizagdo associados a proteina WNT, aos fatores de

transcricdo CREB e NF-kB, e expressao de genes regulados por esses fatores de transcri¢éo

no hipocampo de ratos na auséncia e na presenca de um estimulo inflamatdrio, representado

pela administragéo intravenosa de LPS. Foram avaliados:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

A sinalizacdo canfnica da WNT através da expressao protéica, por western blot, de
B-CATENINA e GSK-3p total e fosforilado;

O fator de transcricdo NF-kB através da expressao protéica de RelA nuclear por western
blot e realizacdo do ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética (gel shift) para
0 NF-xB.

O fator de transcricdo CREB através da expressao protéica, por western blot, de CREB
nuclear total e fosforilado;

O processo cognitivo (aprendizagem e memoria), através dos testes do labirinto de
Barnes e esquiva inibitdria;

BDNF e as citocinas inflamatorias IL-10 e TNF pelo método de ELISA e

A expressdo génica de Nosi, Cox-2 e Tlr-4 por RT-PCR em tempo real.

DIETAINTERMITENTE

Memoria e
aprendizado

Esquema 1. Representacdo esquematica dos objetivos do estudo dos efeitos comportamentais e bioquimicos da

dieta intermitente na vigéncia de um estimulo inflamatdrio no hipocampo de ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP). O protocolo
experimental estd de acordo com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) sob n° 89 nas fls. 60 do livro 02.

Os animais foram transferidos para o biotério do Laboratério de Neurofarmacologia
Molecular do Departamento de farmacologia — ICB, USP/SP com aproximadamente 2 meses
de idade. Em nosso biotério os animais foram mantidos em grupos de 5 em gaiolas plasticas,
por aproximadamente 1 més antes do inicio dos experimentos. A temperatura ambiente foi
mantida constante (22 + 2 °C). Os animais foram mantidos sob um ciclo de iluminacéo
controlado claro / escuro (claro entre 7 — 19 h).

Durante o periodo que o0s animais estiveram em nosso biotério foi mantido o

fornecimento de &gua e racdo ad libitum antes do inicio da dieta intermitente.

3.2 Dieta intermitente

Os animais foram divididos em 4 grupos, com 5 animais cada um, por experimento: 5
ratos controle+salina; 5 ratos controle+LPS; 5 ratos dietat+salina e 5 ratos dieta+LPS
(Esquema 2A). O protocolo de RED empregado foi a dieta intermitente, ou seja, 1 dia com
racdo, no dia seguinte sem ragdo, no outro com, e assim sucessivamente, por um periodo de
30 dias com agua ad libitum, de acordo com Mattson e Wan (2005) (61). A dieta comecgou
qguando os animais completaram 3 meses e durou até completarem 4 meses. No dia que
antecedia o sacrificio os ratos ficavam com racdo. Portanto, a inje¢do de LPS realizada no dia
seguinte foi apds os animais terem tido 24 horas contato com a racdo para retirar qualquer
efeito do jejum agudo. O grupo controle recebeu ragdo e agua ad libitum durante todo o

experimento (Esquema 2).
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3.3 Administracdo de LPS

Ao téermino dos 30 dias do protocolo de dieta intermitente, vinte e quatro horas apds a
ultima exposicdo a comida, os animais receberam uma administracdo intravenosa de salina
estéril  livre de  pirdgenos, ou de LPS (Escherichia Coli 0111:B4,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) dissolvido em salina correspondendo a uma dose de
1 mg/kg (Esquema 2B). Todas as administracfes foram feitas pela manhg, entre 9 h e 10 h.

Nos ensaios bioguimicos (Esquema 2B), decorridos 120 minutos ap6s a administracéo
de LPS (158), os animais foram sacrificados por decapitacdo e o sangue foi rapidamente
coletado em tubos de centrifugagdo tipo falcon de 50 mL. Estes foram centrifugados a
3.000 x g por 10 minutos e o soro foi coletado e estocado a -80 °C até o dia dos ensaios.
Ainda, o cérebro foi rapidamente retirado em solucdo fria de tampdo salina-fosfato. A
estrutura cerebral hipocampo foi dissecada sobre uma placa gelada, imersa em nitrogénio
liquido durante a coleta e posteriormente estocada a —-80 °C até o dia dos ensaios.

Nos ensaios comportamentais (Esquema 2C), os ratos receberam injecédo intravenosa
de salina ou LPS (1mg/kg) no primeiro dia apds o término da ambientacdo no labirinto de
Barnes, sendo nos 5 dias subsequentes submetidos aos testes do labirinto de Barnes e nos dias
seguintes do término deste, submetidos sucessivamente ao treino e teste da esquiva inibitéria

e ao campo aberto.
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(A)
Ratos Wistar machos
adultos (4 meses)
| |
Dieta intermitente
Controle (30 dias)
Salina i.v. LPS i.v. Salina i.v. LPS i.v.
(B) Dieta
intermitente
l Sacrificio
| | |
| | |
DiaZero aedia 31°dia
. v )
30 dias de dieta intermitente Sacrificio Zh apds
injecido de LPS
(©) .
. D1elta LE LE B B
intermitente Ambientacio  Teste Treina Teste Campo Aberto
L 1 | 1 | | l ]
| | | 1 | | | 1
DiaZero ardia  3°dia 32°9dia Ada I70dia g dia 39 dia
| N J ! J
1 dia de 5 dias de Teste 2 dias de
Ambientagdo Esquiva Inibitdria
_ J \ J (Treino+Teste)
6 dias de

30 dias de dieta intermitente Labirinto de Barnes

\_ pré-comportamento _—/

39 dias de dieta intermitente

Esquema 2. Representacdo esquematica do delineamento experimental. (A) Ratos machos adultos foram
divididos em 4 grupos: Controle com injecdo i.v. de salina, controle com injecéo i.v. de LPS (1mg/kg),
submetidos a dieta intermitente com injecdo i.v. de salina e submetidos a dieta intermitente com inje¢éo
i.v. de LPS. Em B e C, consideramos o dia zero aquele em que se iniciou a dieta. (B) Para os
experimentos bioquimicos, os animais foram submetidos ao protocolo de dieta intermitente por 30 dias
e no 31° dia foram tratados com salina ou LPS e sacrificados ap6s 2 horas. (C) Para os experimentos
comportamentais, apds 30 dias do inicio da dieta intermitente, os animais foram ambientados no
labirinto de Barnes (LB) no 31° dia e passaram por 5 dias de teste no LB até o 36° dia. Nos dias
consecutivos, foram submetidos ao treino da esquiva inibitdria (El), ao teste da El e por Gltimo ao teste
do campo aberto, no 37°, 38° e 39° dia respectivamente.
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3.4 Teste comportamental: Labirinto de Barnes

A memoria espacial foi avaliada utilizando-se o teste do labirinto de Barnes, de acordo
com Babovic et al. (2008) (159) e Gortz et al. (2008) (160) (Figura 1). O equipamento foi
posicionado a um metro do chédo e era constituido por uma prancha branca de 1 metro de
diametro, com 16 orificios (9,5 cm de diametro cada), dispostos radialmente. Ao redor de
todo o perimetro da prancha foi colocada uma parede escura com quatro figuras amarelas para
orientacdo espacial dos animais e, sobre o centro da arena, foi colocada uma lampada
fluorescente de 21 W. Sob um dos 16 orificios foi colocada uma caixa escura, usada como
escape para o animal. No dia da ambientacdo, cada rato foi colocado no centro da prancha
iluminada, dentro de uma camara de acrilico, por 1 minuto. Apds esse tempo, o animal foi
liberado e o tempo para que ele encontrasse a caixa de escape foi registrado. O tempo maximo
permitido para exploragdo do ambiente foi de 5 minutos. Se o animal ndo encontrasse a caixa,
era gentilmente encaminhado a ela pelo experimentador. Uma vez na caixa, o animal era
deixado por um minuto.

Nos cinco dias consecutivos (testes), cada rato foi colocado por um minuto na camara
de acrilico e, em seguida, liberado para exploracdo do ambiente até encontrar a caixa escura,
ou por um maximo de 5 minutos. O teste foi feito 2 vezes no mesmo dia, uma vez de manha e
uma a tarde.

O local da caixa de escape foi 0 mesmo para cada rato, porém, a cada animal, esse
local foi alterado e o labirinto foi limpo utilizando-se uma solucéo de alcool a 5%.

Os ratos receberam injegéo intravenosa de salina ou LPS (1 mg/kg) no primeiro dia,
apos o término da ambientacdo (Esquema 2C).

Figura 1. Labirinto de Barnes
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3.5 Teste comportamental: Esquiva Inibitoria

Para avaliacdo da memoria gerada por estimulo aversivo utilizou-se o teste da esquiva
inibitoria (Figura 2).

O equipamento de esquiva inibitéria (Ugo Basile, Comerio, VA, Italia) consiste de
uma gaiola dividida em dois compartimentos iguais, sendo um iluminado e outro escuro,
separados por uma porta-guilhotina. Os animais foram colocados individualmente na parte
iluminada da gaiola e foi medida a laténcia, em segundos, para que 0S mesmos passassem
para o compartimento escuro. Estando no lado escuro, o animal recebeu um choque de
0,5mA por 2 segundos, deflagrado pelas barras metélicas localizadas no chdo desse
compartimento. A laténcia maxima permitida para cada animal foi de 300 segundos.

Foi realizado um treino e um teste para avaliagdo da memoria de longa duracao
(24 horas apos o treino). O treino foi realizado no dia seguinte ao ultimo dia do teste do
labirinto de Barnes (Esquema 2C).

Figura 2. Esquiva inibitoria.

3.6 Teste de atividade locomotora: Campo Aberto

A atividade locomotora espontédnea dos animais foi medida no aparelho actometro
(Ugo Basile) (Figura 3). Esse equipamento consiste de uma caixa de acrilico transparente
(35cm x 23 cm x 20 cm) contendo um conjunto de sensores horizontais que registram a
atividade locomotora, e outro conjunto de sensores verticais que registram a exploragédo

vertical (rearing). Cada animal foi colocado individualmente no centro da caixa e a atividade
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motora foi registrada, imediatamente, durante o periodo de 5 minutos. Entre cada animal, o
campo aberto foi limpo com uma solucéo de alcool 5%, a fim de evitar possiveis rastros de

odor deixados pelo rato anterior.

Figura 3. Actdmetro utilizado para o teste de campo aberto.

3.7 Extracéo de proteinas citosolicas e nucleares

O método utilizado foi descrito em Rong e Baudry (1996) (161). As estruturas
(aproximadamente 100 mg) foram descongeladas e homogeneizadas em homogeneizadores
vidro-vidro com tampdo fosfato-salina (PBS: NaCl 137 mM; KCI 2,68 mM; KH,PO,
1,27 mM; Na,HPO, 8,06 mM) gelado adicionado de inibidores de proteases e fosfatase
(PMSF 0,5 M; leupeptina 2,5 ug/mL; antipaina 2 ug/mL; NaF 30 mM; Pirofosfato de sdédio
20 mM; B-GP 5 mM) e EDTA 0,1 mM. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
12.000 x g por 30 segundos & 4 °C. O sobrenadante foi reservado para os ensaios de western
blot e de ELISA (para BDNF, TNF e IL-10). O pellet foi ressuspendido em 400 uL de
tampao de lise (HEPES 10 mM; MgCl, 1,5 mM; KCI 10 mM; PMSF 0,5 mM; leupeptina
2 ug/mL; antipaina 2 pg/mL; NaF 30 mM; Pirofosfato de sodio 20 mM; B-GP 5 mM) e
incubado em gelo durante 10 minutos. Foi adicionado em seguida 10 pL de NP-40 10% com
agitacéo vigorosa, centrifugando-se a 12.000 x g por 30 segundos a 4 °C, e o sobrenadante foi
descartado. O pellet obtido foi ressuspendido em 100 uL de tampdo de extracdo (HEPES
20 mM; Glicerol 25%; MgCl, 1,5 mM; NaCl 300 mM; EDTA 0,25 mM; PMSF 0,5 mM,;
leupeptina 2 pg/mL; antipaina 2 pg/mL; NaF 30 mM; Pirofosfato de sddio 20 mM; B-GP

5mM) e incubado 20 minutos em gelo, centrifugando-se o extrato a 12.000 x g por 20
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minutos a 4 °C. O sobrenadante, correspondente ao extrato nuclear, foi recolhido e a
concentracdo de proteinas determinada, estocando as amostras a —80 °C para posterior

preparacdo de amostras de western blot e gel shift.

3.8 Ensaio de Western Blot

As amostras para 0 ensaio de western blot serdo preparadas como descrito no item
anterior (3.7). O ensaio de western blot usado é baseado no descrito por Laemmli (1970)
(162). As proteinas foram ajustadas na quantidade de 10 pg com o tampdo de amostra (0,125
M tris-HCI; 4% de SDS; 20% v/v glicerol; 0,2 M de DTT; 0,02% de bromophenol blue;
pH 6,8) e fervidas por 5 minutos a 95 °C. As amostras foram aplicadas no gel de SDS-
poliacrilamida 10% (acrilamida/bisacrilamida [37,5:1], 1% SDS) para que haja a separacao
das proteinas contidas na amostra. No mesmo gel foi adicionado um padrdo de peso
molecular. Para a eletroforese foi utilizado um tampdo de corrida consistindo em 25 mM de
tris-base; 0,192 M de glicina e 0,1% de SDS. O gel foi corrido por volta de 2 horas a 90 V. Ao
final da corrida, as proteinas separadas e contidas no gel foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose (Bio-rad, Hercules, CA, EUA) por
aproximadamente 2 horas a 80 V. Para a transferéncia foi usado um tampéo contendo 25 mM
de tris-base; 192 mM de glicina; 20% de metanol e agua bidestilada. Apés a transferéncia, as
membranas foram coradas com solucéo de vermelho de Ponceau (0,5% Ponceau-S; 5% &cido
tricloro acético e agua bidestilada), lavadas com agua bidestilada até retirar todo o excesso da
solucdo corante e deixadas durante a noite (overnight) a 4 °C numa solugdo contendo TBS
(100 mM tris-base; 0,9% NaCl e agua), 1% de BSA e 0,1% de Tween 20 para bloquear
ligacGes inespecificas com o anticorpo. Apds essa etapa, as membranas foram incubadas com
0 anticorpo primario (1:1.000) diluido em TBS-T durante a noite (overnight) a 4 °C. Os
anticorpos primarios utilizados foram anti-RelA (sc-372, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA), anti-CREB (sc-58, Santa Cruz), anti-pCREB (sc-7978, Santa Cruz), anti-
B-CATENINA (MAB2081, Millipore, Temecula, CA, EUA), anti-GSK-33 (AB9258,
Millipore), anti-pGSK-3a/f3 (9331L, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA) e
anti-B-ACTINA (SC-1616, Santa Cruz) como controle endégeno. As membranas foram entdo
lavadas 5 vezes por 10 minutos com TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario (1:2.000)

por 2 horas. Os anticorpos secundarios utilizados foram anti-camundongo 1:5.000
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(Sigma-Aldrich) ou anti-coelho 1:10.000 (Sigma-Aldrich). A revelagdo foi feita através de kit
de quimioluminescéncia ECL Immobilon (Millipore).

3.9 Ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética (gel shift) para o NF-kB
3.9.1 Marcagéo da sonda

Os oligonucleotideos do NF-kB contendo a sequéncia 5’- AGT TGA GGG GAC TTT
CCC AGG C - 3’ foram marcados com a adicdo de y-*2P adenosina trifosfato (ATP) numa
solugdo contendo Tampdo T, cinase (Tris-HCI 700 mM, pH 7,6; MgCl, 100 mM e DTT
50 mM), T4 cinase e agua; nas concentracdes de: 3,5 pmol de oligonucleotideo, 1U/uL de T4
cinase, 1 pL de y-**P ATP (3Ci/mmol), 1 uL de tamp&o T4 Kinase Buffer (10 X) em 10 pL de
volume de reagdo). Ap6s incubagdo & 37 °C por 10 minutos, o excesso de y-3?P ATP foi
retirado com resina sephadex G-25. Foram colocadas colunas (Microspin G-25) em um tubo
de microcentrifuga, centrifugando-se por 1 minuto a 735 x g. A coluna foi transferida para um
novo tubo aplicando-se a sonda marcada no centro da resina. Apés centrifugacéo, o eluato foi
recolhido e no dia do ensaio a atividade da sonda foi determinada, usando no ensaio

aproximadamente 30.000 cpm/pL.
3.9.2 Reacéo de Ligacéo e corrida do gel

Foram adicionados a um tubo de microcentrifuga: 4 uL de tampdo de ligagdo 5x
(MgCl, 5 mM; EDTA 2,5 mM; DTT 2,5 mM; NaCl 300 mM; Tris-HCI 50 mM pH 7,5; Poly
didc 0,25 pg/uL; glicerol 20%), extrato nuclear (10 pg de proteina) e H,O g.s.p. para 20 uL
de volume final. O tubo foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente, adicionando-se
em seguida a sonda marcada (1 uL), e novamente o tubo foi incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente. A corrida foi visualizada com a adi¢do de 1 pL de azul de bromofenol
ao controle negativo. O conteddo total do meio de reacdo foi aplicado no gel de
poliacrilamida 5,5% (acrilamida/bisacrilamida [37,5:1]). Para a eletroforese foi usado um
tamp&o de corrida consistindo em 0,5 x TBE (1 x TBE = Tris 90 mM, Acido Bérico 90 mM,
EDTA 1 mM). O gel foi corrido por volta de 2 horas a 160 V. Ao final da corrida, o gel foi
secado procedendo-se em seguida a exposicdo do gel ao filme em cassete a —80 °C. Além dos
ensaios de gel shift, foi realizado também o ensaio de competi¢do adicionando-se quantidades
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de oligonucleotideo ndo-marcado 5, 10 e 20 vezes em excesso € um oligonucleotideo néo-

especifico (TFIID) ndo-marcado 20 vezes em excesso para 0 NF-kB.

3.9.3 Ensaio de super-shift do NF-«B

O protocolo é idéntico ao descrito no item acima, adicionando-se anticorpos
especificos as subunidades que compbe o complexo NF-xB durante a incubacdo do extrato
nuclear com o oligonucleotideo contendo a sequéncia especifica para 0 NF-kB. Foram

utilizados anticorpos (1 uL) contra as subunidades: p50, RelA e cRel (Millipore).

3.10 Determinacéo da concentracéo de proteinas

A dosagem foi realizada através do método de Bradford (1976) (163) utilizando
reagente da Bio-Rad e subsequente medicdo da absorbéncia no comprimento de onda de
595 nm em um leitor de microplacas. A comparacdo com uma curva padrdo de albumina

forneceu a concentracdo de proteinas presente nas amostras.

3.11 Reacdo em cadeia da polimerase - transcric¢éo reversa (RT-PCR) em tempo real

O RNA total do tecido foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e 3 pg foram tratados com DNAse | e submetidos a transcricdo reversa utilizando
oligo(dT),o e a transcriptase reversa MMLV de acordo com instrucbes do fabricante
(Invitrogen).

Os transcritos foram amplificados utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
especificos para Cox-2, Nosi, Tlr-4 e Hprt como controle enddégeno. Como controle negativo,
reacOes foram realizadas na auséncia de cDNA. Cada reacdo foi realizada em triplicata
contendo 3 puL de cDNA diluido 10 vezes, 6 pL de Power SyBr Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Forster City, CA, EUA) e 300 nM de oligonucleotideos iniciadores. A
condigdo da reacéo foi: 95 °C por 5 minutos, seguido de 45 ciclos de 95 °C por 10 segundos,
60 °C por 10 segundos e 72 °C por 30 segundos. Uma analise de curva de melting de 76 °C a
84 °C foi realizada no final de cada reacédo para controle de qualidade. O cycle threshold (Ct)
e a eficiéncia dos pares de oligonucleotideos iniciadores foram estabelecidos automaticamente

de acordo com algoritmos do sistema do termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System
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(Applied Biosystems). A expressao génica relativa foi determinada utilizando o teste de
randomizacédo e recolocacdo Pair Wise P(H1) (164) realizado no programa REST 2009. As

sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados estdo indicadas na tabela 1.

Tabelal- Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para reacdo de RT-PCR em tempo real,
para amplificacdo da regido codificadora de Cox-2, Nosi, Tlr-4 e do controle endégeno Hprt.

Direto 5’ACATTCCCTTCCTTCGGAAT 3’

Cox-2
(Anexo A) Reverso 5’AAGGGCCCTGGTGTAGTAGG 3’
Direto 5’AAAATGGTTTCCCCCAGTTC 3’
Nosi
(Anexo B) Reverso 5’GTCGATGGAGTCACATGCAG 3’
Tir4 Direto 5’GGATGATGCCTCTCTTGCAT 3’
(Anexo C)
Reverso 5'TGATCCATGCATTGGTAGGTAA 3’
Hprt Direto 5'CTCATGGACTGATTATGGACAG 3’
(Anexo D)

Reverso 5’GCAGGTCAGCAAAGAACTTATA Z

3.12 Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA)

As concentragOes de BDNF, TNF e IL-10 foram medidas em amostras de hipocampo e
soro sanguineo por meio do ensaio de ELISA de acordo com as instrucdes do fabricante
(eBioscience, San Diego, CA, EUA). Resumidamente, placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com anticorpos monoclonais especificos para cada proteina analisada. As
placas foram incubadas por 18 horas a 4 °C, e lavadas com PBST (0,05% Tween 20 em PBS).
Em seguida, as placas foram bloqueadas com 200 pL/poco de gelatina a 3% em PBST a 37 °C
x 3 h. Logo depois, as placas foram lavadas com PBST e 100 pL das amostras ou dos padrdes
de BDNF ou das citocinas recombinantes foram adicionados. As placas foram incubadas por
mais 18 h a 4 °C. Apds lavagem, 100 pL dos respectivos anticorpos biotinilados especificos
para cada proteina analisada foram acrescentados por 1 h a temperatura ambiente. Apos a
lavagem das placas, 100 uL de estreptavidina-peroxidase foram adicionados por 30 minutos.

As reacOes foram reveladas pela adicdo de 50 pL de &cido citrico 0,2 M por poco. A leitura da
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reacdo foi realizada a 450 nm em espectrofotdbmetro Espectra Max plus 384 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA). As concentracOes das amostras foram calculadas a partir das

curvas-padréo obtidas com o BDNF ou citocinas recombinantes.

3.13 Andlise estatistica

Os dados decorrentes do ensaio de gel shift e de western blot foram analisados
quantitativamente através da analise de densidade Optica utilizando o programa ImageJ
(National Institute of Health, EUA). Estes dados receberam tratamento estatistico pelo teste
ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls.

Os dados decorrentes dos ensaios de ELISA receberam tratamento estatistico pelo teste
ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls.

Os dados obtidos no ensaio de RT-PCR em tempo real foram analisados pelo teste de
randomizacdo e recolocacdo Pair Wise P(H1) (164) realizado no programa REST 2009
(Qiagen, Duesseldorf, ALE).

Os dados adquiridos no teste comportamental do labirinto de Barnes receberam
tratamento estatistico pelo teste ANOVA de duas vias (tratamento X tempo) com medidas
repetidas (dias de teste) seguido pelo pds-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas.

Os dados dos experimentos realizados em esquiva inibitéria e campo aberto foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunns para dados
nédo-paramétricos.

Todos os graficos estdo representados como a média dos valores + 0 erro padrdo da
média (E.P.M.) e as diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando
p <0,05. Com excecdo dos resultados obtidos por RT-PCR em tempo real, os outros dados
foram analisados utilizando o programa Prism versdo 5.03 (GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Peso dos animais antes e ap0s a dieta intermitente

Primeiramente, avaliamos as alteracfes de peso dos animais submetidos a dieta
intermitente (dias alternos com e sem racdo e agua ad libitum) em relagdo ao grupo controle.
Os animais do grupo controle e submetidos a dieta intermitente foram pesados antes e apds o
tratamento e observamos que ratos em dieta intermitente tiveram aumento de massa corpérea
apos os 30 dias de dieta (A = 26,1 £+ 3,0 g), pém esse aumento foi menor que o do grupo
controle (A =57,1 + 3,0 g) (Figura 4).
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Figura 4. Peso dos grupos de animais antes e ap0s a dieta. Os dados representam as médias de massa corpdrea
dos grupos + E.P.M., n=15. (a) p<0,001; (b) p<0,05. (ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de
Student-Newman-Kewls).
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4.2 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS nos testes

comportamentais: labirinto de Barnes, esquiva inibitéria e campo aberto

Avaliamos a influéncia da dieta intermitente na auséncia e presenca de LPS no
desempenho no labirinto de Barnes. No teste comportamental do labirinto de Barnes a
aprendizagem espacial é refletida numa reducdo da laténcia de escape ao longo dos dias de
teste. Todos os grupos aprenderam a localizar o orificio de escape durante o decurso dos 5
dias de teste, como pode ser constatado pela significancia do efeito do tempo pelo teste
ANOVA de duas vias e pelos gréaficos (Figura 5) observando-se reducao da laténcia de escape
com o passar dos dias.

Quando comparamos o0 grupo dieta com o grupo controle, o teste de variancia
ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou um efeito significativo da dieta
[F(1,77) = 6,635; p =0,0196] e do tempo [F(4,77) = 14,64; p < 0,0001], mas ndo houve
interacdo tratamento X tempo [F(4,77) = 0,3569, p = 0,8384] estatisticamente significativa
(Figura 5A).

A comparacdo do grupo tratado com LPS com o grupo controle pelo mesmo teste
mostrou um efeito significativo do tempo [F(4,81) = 9,355; p < 0,0001], porém ndo houve
efeito do tratamento [F(1,81) = 0,3942; p = 0,5380] e nem intera¢do tratamento X tempo
[F(4,81) = 0,9350; p = 0,4487] estatisticamente significativa (Figura 5B).

O teste ANOVA de duas vias de medidas repetidas ndo mostrou um efeito
significativo do tratamento entre os grupos dieta sem LPS e dieta tratado com LPS
[F(1,77) =0,01194; p =0,9143] e nem interacdo tratamento X tempo [F(1,77) = 0,4127;
p = 0,7989], apesar de mostrar um efeito significativo do tempo [F(1,77) = 27,16; p < 0,0001]
(Figura 5C).

A comparagdo do grupo dieta tratado com LPS com o controle pelo mesmo teste
mostrou um efeito significativo do tratamento [F(1,81) = 7,677; p =0,0126] e do tempo
[F(4,81) = 14,64; p < 0,0001] entre os grupos, apesar de néo ter ocorrido intera¢do tratamento
X tempo [F(4,81) = 0,7364; p = 0,5702] estatisticamente significativa (Figura 5D).

Por fim, quando comparamos o grupo submetido a dieta tratado com LPS com o grupo
tratado com LPS, o teste ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou um efeito
significativo do tratamento [F(1,81) = 7,090; p = 0,0159] e tempo [F(4,81) = 9,635;
p <0,0001]. No entanto, ndo houve interacdo tratamento X tempo [F(4,81) 1,435;

p = 0,2312] estatisticamente significativa (Figura 5E).
O pds-teste de Bonferroni ndo revelou diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 5. Efeitos da dieta intermitente na presenca ou auséncia de LPS na meméria espacial avaliada no
labirinto de Barnes. Em A a comparagéo dos grupos controle e dieta, em B a comparagdo dos grupos controle e
LPS, em C a comparagdo dos grupos dieta e dieta tratado com LPS, em D a comparagdo dos grupos controle e dieta
tratado com LPS e em E a comparacgdo dos grupos LPS e dieta tratado com LPS. Os dados representam as
médias de laténcia de escape (tempo em segundos que o animal leva para encontrar o orificio correto
contendo a caixa de escape) dos grupos + E.P.M., n=10. Os graficos representam os dados ao longo dos
5 dias de teste (ANOVA de duas vias, seguido pelo pés-teste de Bonferroni).
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Apos os 5 dias de teste do labirinto de Barnes, fizemos avaliacdo da memoria gerada
por estimulo aversivo através do teste da esquiva inibitoria. No treino, todos os grupos
apresentaram o0 mesmo padrdo comportamental, ndo apresentando diferencas estatisticas; por
isso, todos os grupos foram plotados juntos no grafico na barra “treino” (Figura 6). Contudo,
a anélise da memoria de longa duracdo no teste 24 horas apds o treino mostrou diferenca
estatistica significativa de desempenho entre os grupos. Os grupos controle, dieta, e dieta com
LPS apresentaram tempos de laténcia significativamente maiores do que durante o treino,
mostrando que esses animais exibiram um aprendizado (lembraram do estimulo doloroso do
choque) quando comparado com os resultados obtidos no teste; essa significancia ndo foi
observada no grupo tratado com LPS ndo submetido a dieta intermitente (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos da dieta intermitente na presenga ou auséncia de LPS na memoria avaliada em equipamento
de esquiva inibitéria. Os dados representam as médias de laténcia (tempo em segundos que o animal
leva para passar para a parte escura da gaiola) dos grupos + E.P.M., n=12. (a) p<0,05 vs Treino, (b)
p<0,01 vs Treino e (c) p<0,001 vs Treino (Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns).
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Por altimo, fizemos como controle o teste de campo aberto com 0s animais. Este teste
mostrou que ocorreu um aumento da atividade locomotora horizontal e da exploragéo vertical
(rearing) dos animais tratados com LPS em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, o grupo
Dieta+LPS néo difere do grupo Dieta em seu comportamento locomotor, apesar de podermos
observar uma tendéncia de aumento da atividade locomotora no grupo Dieta+LPS em relagéo
ao grupo Dieta (Figura 7).
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Figura 7. Atividade locomotora avaliada no campo aberto. (A) Deslocamento horizontal dos grupos (unidades
arbitrarias). (B) Exploracdo vertical (Rearing) dos grupos (unidades arbitréarias). Os resultados sdo
expressos como média £ E.P.M., n=5. (a) p<0,05 vs Controle, (b) p<0,05 vs Dieta (Kruskal-Wallis,
seguido pelo p6s-teste de Dunns).
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4.3 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre a via candnica da
proteina WNT

Com relagdo a sinalizagdo da via da proteina WNT, fizemos ensaios de western blot
em hipocampo para avaliar a modulacdo da via pela dieta e pelo estimulo inflamatério. Como
podemos notar, o0s niveis de B-CATENINA e de GSK-3p fosforilado estdo aumentados de
maneira significativa no hipocampo de ratos que receberam 1 més de dieta em comparagdo ao
grupo controle, com alimentagdo continua (Figura 8A, 8B, 8E e 8F). Aléem disso, podemos
observar um aumento na expressdo de GSK-3p fosforilado em relagdo a GSK-3p total nos
grupos tratados com LPS (Figura 8A e 8B), embora o estimulo inflamatério ndo tenha sido
capaz de produzir nenhuma alteracéo nos niveis de B-CATENINA (Figura 8E e 8F). A banda
superior da figura 6B referente a GSK-3a o foi quantificada ja& que esta enzima ndo
participa da sinalizagdo da via da WNT. N&o houve nenhuma diferenca significativa entre os

grupos nos niveis de GSK-3p total (Figura 8C e 8D).
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Figura 8. Efeito da dieta intermitente na presenca ou auséncia de LPS na sinalizacdo da WNT. As proteinas
citosdlicas (10 pg) foram extraidas do hipocampo de ratos controle e dieta tratados com salina ou LPS
(1 mg/kg i.v.) e usadas para o ensaio de western blot. (A) Analise densitométrica (unidades arbitrarias) da
banda do GSK-3p fosforilado (ser9, banda inferior) em relacdo ao GSK-3p total representados em B.
(C) Anélise densitométrica (unidades arbitrarias) da banda do GSK-3p total em relacdo a B-ACTINA
representados em D. (E) Andlise densitométrica (unidades arbitrarias) da banda da B-CATENINA
representada em F. B-ACTINA foi utilizada como controle interno. Os resultados sdo expressos como
média £ E.P.M., n=5. (a) p<0,05 vs Controle, (b) p<0,05 vs Dieta, (c) p<0,05 vs LPS (ANOVA de uma
via, seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls).
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4.4 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre o fator de
transcricdo CREB

Com relagdo ao fator de transcricdo CREB, notamos que somente a dieta na auséncia
do estimulo do LPS aumentou os niveis de CREB fosforilado em relagdo ao CREB total
quando comparado com o grupo controle (Figura 9A e 9B). N&o foram observadas variacGes

significativas entre os grupos nos niveis de CREB total (Figura 9C e 9D).
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Figura 9. Efeito da dieta intermitente na presenca ou auséncia de LPS sobre o fator de transcricdo CREB. As
proteinas nucleares (10 ng) foram extraidas do hipocampo de ratos controle e dieta tratados com salina
ou LPS (1 mg/kg i.v.) e usadas para o0 ensaio de western blot. (A) Analise densitométrica (unidades
arbitrarias) da banda do CREB fosforilado em relacdo a CREB total representados em B. (C) Analise
densitomérica (unidades arbitrérias) da banda do CREB total em relagdo ao controle interno 3-ACTINA
representados em D. Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M., n=5. (a) p<0,05 vs Controle
(ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls).
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4.5 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre o fator de

transcricdo NF-xB

Ja com relacédo ao fator de transcricdo NF-xB no hipocampo, observamos que o LPS
ativou este fator de transcricdo tanto no grupo controle quanto no submetido a dieta
intermitente. Isso foi observado tanto por gel shift (Figura 10) quanto por western blot
(Figura 11) com a analise nuclear da subunidade RelA deste fator de transcri¢do. A dieta por
si sO ativou o NF-«xB por gel shift (Figura 10). Por western blot, embora ndo seja
estatisticamente significativa, a dieta demonstra uma tendéncia a aumentar a translocacédo de

RelA para o nucleo (Figura 11).
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Figura 10. Efeito da dieta intermitente na presenca ou auséncia de LPS na atividade de ligacdo do fator de
transcricdo NF-«B. (A) Ensaio de gel shift. (B) Anélise densitométrica (unidades arbitrarias) da banda
do NF-kB representada em A. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M., n=5. (a) p<0,05 vs
Controle; (b) p<0,05 vs Dieta (ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Student-Newman-
Kewls).
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Figura 11. Efeito da dieta intermitente na presenca ou auséncia de LPS na translocacéo nuclear do NF-xB. As
proteinas nucleares (10 pg) foram extraidas do hipocampo de ratos controle e dieta tratados com salina
ou LPS (1 mg/kg i.v.) e usadas para o0 ensaio de western blot. (A) Analise densitométrica (unidades
arbitrarias) da banda do RelA nuclear representada em B. B-ACTINA foi utilizada como controle
interno. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M., n=5. (a) p<0,05 vs Controle (ANOVA de
uma via, seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls).
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Para determinagdo do complexo representado no gel shift correspondente a interacdo
DNA/NF-xB, realizamos o ensaio de competicdo com a amostra de hipocampo dos ratos
tratados com LPS, que demonstrou que o complexo 1 desapareceu na presenca de excesso de
oligonucleotideo ndo-marcado radioativamente (5, 10 e 20 vezes de excesso molar) mas ndo
pelo oligonucleotideo contendo a sequéncia para o fator TFIID (20 vezes de excesso molar),
demonstrando a especificidade da ligacdo do NF-xkB no complexo 1. Os complexos 2 e 3
foram considerados como interacio DNA/proteina inespecifica de afinidade mais baixa
(Figura 12A).

Além disso, os estudos de super-shift nas amostras dos animais tratados com LPS
(Figura 12B) e dos animais submetidos a dieta tratados ou ndo com LPS (Figura 13) usando
anticorpos RelA, p50 e cRel mostraram a presenca do dimero p50/RelA o qual é o mais
envolvido na alteragdo induzida pelo LPS. A dieta intermitente na auséncia do LPS também
ativa o dimero p50/RelA (Figura 13A), mas a ativacdo induzida pela dieta € menor do que a

obtida pelo LPS nos grupos submetidos a dieta normal ou intermitente (Figura 12 e 13B).
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Figura 12. Ensaio de competicdo e super-shift para o fator de transcricdo NF-xB em hipocampo de ratos
tratados com LPS. Em (A) foram realizados estudos de competicdo usando o extrato nuclear do
hipocampo na auséncia e na presenca de oligonucleotideo ndo-marcado especifico (sequéncia
consenso do NF-kB com 10 vezes de excesso molar) e oligonucleotideo ndo-especifico (sequéncia
consenso do TFIID: 5, 10 e 20 vezes de excesso molar). Em (B) a composi¢do dos complexos
observados no gel shift foram determinadas através da incubagéo do extrato nuclear na auséncia ou na
presenca dos anticorpos contra as subunidades p50, RelA e cRel.
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Figura 13. Ensaio de competicdo e super-shift para o fator de transcricdo NF-xB em hipocampo de ratos
submetidos a dieta intermitente na presenca e auséncia de LPS. Foram realizados estudos de
competicdo usando o extrato nuclear do hipocampo na auséncia e na presenca de oligonucleotideo
ndo-marcado especifico (sequéncia consenso do NF-kB com 10 vezes de excesso molar) e
oligonucleotideo nado-especifico (sequéncia consenso do TFIID: 20 vezes de excesso molar). A
composicdo dos complexos observados no gel shift foi realizada com extrato nuclear incubado na
auséncia ou na presenca dos anticorpos contra as subunidades p50, RelA e cRel. Em (A) experimento

realizado com hipocampo dos animais submetidos & dieta, em (B) experimento realizado com
hipocampo dos animais submetidos a dieta tratados com LPS.
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4.6 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre o RNAmM de
Cox-2

O ensaio de RT-PCR em tempo real revelou uma diminuicéo significativa da expressdo

génica de Cox-2 no hipocampo dos animais submetidos a dieta intermitente quando
comparados com o grupo controle (Figura 14).
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Figura 14. Efeitos da dieta intermitente na presenca e auséncia de LPS nas alteracfes dos niveis de RNAm de
Cox-2 através de RT-PCR em tempo real no hipocampo de ratos. Todos os dados foram normalizados
pelos niveis de expressdo de RNAm do controle enddgeno Hprt dentro da mesma amostra e sao
representados em relacdo a expressdo de RNAm do hipocampo do rato ndo submetido a dieta (grupo
controle), cuja expressdo foi considerada igual a 1. Os dados estdo representados como média + E.P.M,
n=5. (a) p=0,040 vs. controle pelo teste de randomizacao e recolocacdo Pair Wise P(H1) (164) realizado
no programa REST 2009.
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4.7 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre 0o RNAmM de Nosi

Os grupos de animais tratados com LPS tanto submetidos quanto ndo submetidos a dieta
intermitente apresentaram um aumento significativo da expressdo génica de Nosi em relacéo
ao grupo controle. Porém, o grupo da dieta tratado com LPS apresentou um aumento
significativamente menor do que o apresentado pelo grupo tratado com LPS sem a dieta
(Figura 15).
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Figura 15. Efeitos da dieta intermitente na presenca e auséncia de LPS nas alteracdes dos niveis de RNAm de
Nosi através de RT-PCR em tempo real no hipocampo de ratos. Todos os dados foram normalizados
pelos niveis de expressdo de RNAm do controle enddgeno Hprt dentro da mesma amostra e sao
representados em relacdo a expressdo de RNAm do hipocampo do rato ndo submetido a dieta (grupo
controle), cuja expressdo foi considerada igual a 1. Os dados estdo representados como média + E.P.M,
n=5. (a) p=0,015 vs. controle, (b) p=0,013 vs. controle e (c) p=0,045 vs. LPS pelo teste de
randomizac&o e recolocacdo Pair Wise P(H1) (164) realizado no programa REST 2009.
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4.8 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre o RNAm de Tlr-4

Quanto a expressdo génica de Tlr-4, a dieta intermitente reduz significativamente os
niveis de RNAm deste gene no hipocampo de ratos. Além disso, o grupo dos animais
submetidos a dieta tratados com LPS apresentou expressao génica de TIr-4 significativamente

menor em relacdo ao grupo controle (Figura 16).
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Figura 16. Efeitos da dieta intermitente na presenca e auséncia de LPS nas alteracfes dos niveis de RNAm de
Tlr-4 através de RT-PCR em tempo real no hipocampo de ratos. Todos os dados foram normalizados
pelos niveis de expressdo de RNAm do controle endégeno Hprt dentro da mesma amostra e sdo
representados em relacdo a expressao de RNAm do hipocampo do rato ndo submetido a dieta (grupo
controle), cuja expressdo foi considerada igual a 1. Os dados estdo representados como média +
E.P.M, n=5. (a) p=0,008 vs. controle e (b) p=0,004 vs. controle pelo teste de randomizacdo e
recolocacdo Pair Wise P(H1) (164) realizado no programa REST 2009.
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4.9 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre o TNF e IL-10

O ensaio de ELISA para IL-10 no hipocampo revelou um aumento dessa citocina anti-
inflamatdria nos grupos submetidos a dieta tratados ou ndo com LPS em relacdo ao grupo
controle e ao grupo LPS (Figura 17A). Quanto a citocina TNF, ndo observamos diferencas
significativas entre os grupos no hipocampo (Figura 17B). A razdo IL-10/TNF indica um
balanco protetor de citocinas nos grupos submetidos a dieta, na medida em que essa razdo foi

significativamente maior nesses grupos (Figura 17C).
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Figura 17. Efeito da dieta intermitente na presenca e auséncia de LPS sobre 0s niveis das citocinas TNF e I1L-10
e da relagdo IL-10/TNF no hipocampo de rato. As proteinas citosolicas foram extraidas do hipocampo
de ratos controle e dieta tratados com salina ou LPS (1 mg/kg i.v.) e usadas para o0 ensaio de ELISA.
Os resultados séo expressos como média £ E.P.M., n=5. (a) p<0,05 vs. controle, (b) p<0,05 vs. LPS
(ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls).
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Quanto ao TNF periférico, observamos que os grupos tratados com LPS apresentaram
um aumento significativo dos niveis plasmaticos desta citocina em relagdo ao grupo controle,

porém esse aumento foi menor nos animais submetidos a dieta (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da dieta intermitente na presenca e auséncia de LPS na expressdo da citocina TNF plasmatica
em ratos. O soro de ratos controle e dieta tratados com salina ou LPS (1 mg/kg i.v.) foi isolado e
usadas para o ensaio de ELISA. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M., n=5. (a) p<0,01
vs. Controle, (b) p<0,01 vs. LPS, (c) p<0,01 vs. Dieta (ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de
Student-Newman-Kewls).
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4.10 Efeitos da dieta intermitente na auséncia ou vigéncia de LPS sobre a neurotrofina

BDNF

O ensaio de ELISA para BDNF no hipocampo nao revelou diferenca significativa dos
niveis dessa neurotrofina entre 0s grupos, embora possamos observar uma tendéncia de
reducdo de BDNF no grupo tratado com LPS em relacdo aos outros grupos que ndo é
observada no grupo submetido a dieta tratado com LPS (Figura 19) O ensaio sera

posteriormente repetido para avaliar uma possivel significancia de diferenca entre os grupos.
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Figura 19. Efeito da dieta intermitente na presenga ou auséncia de LPS na expressédo de BDNF no hipocampo
de rato. O homogenato do hipocampo de ratos controle e dieta tratados com salina ou LPS (1 mg/kg
i.v.) foram usadas para o ensaio de ELISA. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M., n=5

(ANOVA de uma via, seguido pelo pds-teste de Student-Newman-Kewls).
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5 DISCUSSAO

Para a avaliacdo da possivel interferéncia da dieta intermitente frente a um estimulo
inflamatdrio sobre o processo de consolidacdo da memoria de longa duracdo e aprendizagem
dos animais, foram escolhidas duas tarefas que exploram de forma diferente a consolidacdo da
memoria em roedores: o labirinto de Barnes e a esquiva inibitoria.

O teste do labirinto de Barnes explora o instinto natural de pequenos roedores de
procurar um local escuro e seguro quando este é colocado sob uma arena amplamente
iluminada (165). E uma tarefa cognitiva dependente do hipocampo que requer uma memoria
de referéncia espacial (166-168). O aprendizado ocorre quando as pistas ambientais sdo
apresentadas ao animal e seu desempenho neste teste € prejudicado quando estas pistas sdo
removidas, onde é observado que os animais ndo apresentam melhora de laténcia de escape ao
longo dos dias de teste (169, 170).

A originalidade e elegancia do labirinto de Barnes devem-se ao fato deste teste néo
necessitar de um estimulo estressor grande para eliciar o comportamento do animal (171). A
principal caracteristica que distingue o labirinto de Barnes do labirinto aquatico de Morris é 0
estresse (172-174). Ambos os labirintos aumentam os niveis de horménios do estresse quando
comparados com controles ndo testados, contudo os niveis plasmaticos de corticosterona é
significativamente maior apdés o labirinto aquatico de Morris quando comparado com o
Labirindo de Barnes (174). Desta forma, o labirinto de Barnes demanda menos desgaste fisico
do animal e € menos propenso a gerar variaveis ao experimento como o estresse.

No teste realizado com labirinto de Barnes, o teste ANOVA de duas vias mostrou que,
apesar de todos os grupos de animais terem consolidado a memdria ao longo dos dias de teste,
houve um efeito significativo da dieta com ou sem LPS na melhora de desempenho dos
animais neste teste. Esta diferenca pode ser observada nos graficos desde o primeiro dia de
teste, mostrando que 0s animais em dieta intermitente ja apresentaram a consolidacdo de
memoria espacial durante a ambientagdo que é o primeiro contato que 0s animais tém com o
labirinto de Barnes antes dos testes. Entretanto, o poés-teste de Bonferroni ndo indicou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, 0 que indica que 0S grupos ndo
diferem pontualmente em um dado dia de teste, mas sim que a diferenca ocorre no conjunto
dos dados obtidos de cada grupo.

Um segundo teste realizado nos animais foi o de esquiva inibitoria, com o qual é
possivel estudar a memaria gerada por um estimulo aversivo (175). Diferente do labirinto de

Barnes, esse modelo possui um grande reforco da memoria gerado pelo choque deflagrado
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pelas grades do aparelho nas patas dos animais. Segundo lzquierdo (176), a maioria das
informacdes que adquirimos diariamente se extingue por falta de reforgco, ou pelo processo
natural de esquecimento, que pode evitar a sobrecarga de certas regides cerebrais, além de
filtrar as informacgbes (177). A esquiva inibitdria, por utilizar o choque para refor¢o da
memoria, € um modelo experimental marcante para os animais. Da mesma forma, em
humanos, eventos marcantes fazem com que os individuos se recordem dos acontecimentos
automaticamente. Exemplos sdo os casos de lembrancas positivas do passado ou, ao contrario,
situacBes muito negativas que gerem distarbio de estresse pos-traumatico (178).

Observamos diferencas significativas entre 0s grupos no teste da esquiva inibitoria,
onde o grupo controle sem LPS e os grupos dieta com e sem LPS apresentaram tempos de
laténcia significativamente maiores do que durante o treino, mostrando que esses grupos
consolidaram a memdria do estimulo aversivo. 1sso ndo foi observado no grupo controle com
LPS, o que pode ser devido ao efeito deletério do LPS na formagdo de memorias. Diferente
do observado no labirinto de Barnes, na esquiva inibitéria 0 componente emocional tem
grande importancia, porque estimulos emocionais, Sejam prazerosos Ou aversivos, Sdo
geralmente mais significativos para a sobrevivéncia das especies (178). Esse efeito protetor da
dieta observado mais pronunciadamente neste teste pode ser devido, nesse caso, a intensidade
emocional promovida pelo teste, que pode ter ajudado a pronunciar a diferenca de capacidade
de aquisicdo de memoria entre 0s grupos.

Ja foi demonstrado que a administracdo de LPS prejudica a formagdo de memorias
dependentes do hipocampo, como o medo contextual (179) e memdria espacial (180). Além
disso, o LPS ou a ativacdo de citocinas pré-inflamatorias também reduz a neurogénese (181,
182), aumenta a apoptose no cérebro (183) e induz mudancas patologicas encontradas na DA
(184). Tanto os resultados do labirinto de Barnes quanto da esquiva inibitdria indicam que a
dieta parece ter revertido o efeito deletério do LPS sobre a memoria, jd que 0s animais
submetidos a dieta e estimulados com LPS recordaram do estimulo aversivo do choque e
apresentaram um melhor desempenho do que o grupo controle no labirinto de Barnes.

Da mesma forma, foi mostrado que o LPS reduz os niveis de RNAm de Bdnf no
hipocampo, uma neurotrofina que desempenha um importante papel na memoria e
aprendizado (185). De fato, apesar da diferenga entre 0s grupos ndo ser significativa, os
nossos resultados mostraram uma tendéncia do LPS causar uma reducdo nos niveis de BDNF
hipocampal quando comparados com o grupo controle, 0 que ndo é observado nos grupos
submetidos a dieta intermitente tratados com LPS. Isso pode estar relacionado com o melhor

desempenho dos animais em dieta tratados com LPS em relagdo aos animais tratados com
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LPS sem a dieta. Esse experimento sera posteriormente replicado para tentar mostrar esse
efeito de reversdo da diminuicdo do BDNF pelo LPS nos animais em dieta intermitente.
Ainda, seréa feito western blot de TrkB, o receptor do BDNF, para avaliar com mais precisao a
influéncia desta neurotrofina nos resultados observados.

Os resultados obtidos nos testes comportamentais sugerem ainda que a dieta possa
estar alterando vias de sinaliza¢do associadas a formacdo de memaria, como, por exemplo, a
do CREB e que estas alteracbes podem estar sendo capazes de reverter o efeito deletério da
inflamacéo no processo de formagdo da memodria. Essa hipoOtese é corroborada pelo nosso
resultado de western blot de CREB fosforilado (forma ativa), que estd aumentado no grupo
submetido a dieta intermitente. Os membros da familia de fatores de transcrigdo CREB séo
importantes para a formacéo de memoria de longa duracéo (186, 187). Estudos mostraram que
0 blogueio da proteina CREB por oligodeoxinucleotideos ou por nocaute genético prejudica a
formacdo de memdria espacial (87, 188), enquanto o aumento de expressao de CREB resulta
numa melhora da formacdo de memdria de longa duracéo (189). Da mesma forma, estimulos
como a exposicdo a novos ambientes, o condicionamento de medo contextual, a esquiva
inibitoria e o labirinto radial levam ao aumento de CREB fosforilado.

Além da participacdo na formacdo de memoria, 0 CREB desempenha um importante
papel na neurogénese. Camundongos sem a sinalizacdo do CREB apresentam falhas na
neurogénese embriogénica, mostrando claramente a importancia do CREB neste processo
(190). Ainda, ha evidéncias da importancia do CREB na neurogénese do animal adulto. Foi
mostrado que a proliferacdo celular na zona subventricular do hipocampo de camundongos
adultos é aumentada pela administragdo cronica de rolipram, um inibidor da fosfodiesterase
especifica para AMPc que aumenta a sinalizacdo do CREB, enquanto que a neurogénese
nessa area diminuiu em ratos transgénicos que expressam um mutante dominante negativo de
CREB (MCREB) no hipocampo (191).

Além da via do CREB, a dieta ainda pode estar exercendo seus efeitos benéficos
sobre a memdria através da modulacdo da via WNT. Quando descoberta, a proteina WNT
estava associada ao aparecimento de tumores em vertebrados; entretanto, recentemente a via
de sinalizagdo da WNT tem merecido destaque e atencdo, principalmente no que se refere a
doencas neurodegenerativas, em especial a DA (192). Na literatura, tem sido descrito que, em
cultura de neurdnios do hipocampo de ratos, a toxicidade do peptideo BA promove alteracoes
no funcionamento dos componentes da sinalizagdo WNT, como, por exemplo, a diminuicéo
dos niveis de B-CATENINA (193, 194) e ativacdo da GSK-3p (195), que pode favorecer a

hiperfosforilacdo da proteina TAU, fator que desempenha um importante papel na patogenia
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da DA (196). Chong e Maiese (197) demonstraram que a super-expressdo da WNT-1 na
cultura primaria neuronal de hipocampo de ratos protegeu as células contra o estresse
oxidativo e a toxicidade do peptideo BA. Alvarez et al. (194) observaram que a proteina
WNT-3a protegeu a cultura priméria de neurénios do hipocampo de ratos contra a toxicidade
do peptideo BA. Estudos mostram ainda que o aumento da atividade da PKC, que pode ser
controlada pela sinalizacdo WNT, leva a uma diminui¢do na producdo do peptideo BA (198,
199). Além disso, Lee et al. (200) demonstraram a importancia da sinalizacgio WNT no
funcionamento das atividades fisiolégicas do hipocampo em ratos, reforcando outros
trabalhos na literatura que tém evidenciado a presenca da sinalizagdo WNT no hipocampo
(193, 194). Da mesma forma, estudo recente realizado em nosso laboratorio demonstrou que a
proteina WNT protegeu as células PC12 contra a toxicidade induzida pela estaurosporina
(normalmente utilizado para induzir apoptose), acido 3-nitropropionico (3-NP) (inibidor da
succinato desidrogenase 3 utilizado como modelo para induzir doenca de Huntington) e
FeSO4 (agente neurotdxico), e que provavelmente parte deste efeito parece estar associado ao
fator de transcrigdo NF-xB (201).

Diante destas evidéncias, decidimos investigar os efeitos da dieta intermitente na
sinalizacdo WNT no SNC. Os nossos resultados demonstraram um aumento na expressdo
protéica de B-CATENINA e de GSK-3p inibido por fosforilacao (ser9) no hipocampo de ratos
em dieta intermitente, o que indica uma provavel ativacdo da via induzida pela dieta. Dados
da literatura demonstraram que a ativacdo da via WNT por litio e rosiglitazona reduziu a
perda de memodria e a neurodegeneracdo em ratos modelo de DA, onde a ativagdo da via por
essas drogas foi demonstrada pelo aumento de B-CATENINA e pela inibicdo de GSK-3p3
(202). A sinalizacdo WNT foi identificada como uma via enddgena que regula a neurogénese
hipocampal, como evidenciado pela expresséo de receptores e componentes sinalizadores da
via em células tronco do hipocampo adulto (203-205). Além disso, a inibicdo da via WNT
abole quase completamente a neurogénese e diferenciagdo hipocampal in vivo (206). O
aumento da neurogénese/sobrevivéncia na zona subgranular do hipocampo foi proposto como
0 mecanismo que causa a melhora de desempenho em testes de memoria (207). A partir
desses dados da literatura, € possivel sugerir que o melhor desempenho dos ratos submetidos a
dieta no teste comportamental possa ter correlagdo com a ativacdo da via WNT nesses
animais, 0 que sugere uma possivel participacdo da sinalizacdo canénica da WNT nos efeitos

mediados pela RED.
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Para a avaliagdo da atividade locomotora espontanea e da resposta a novos ambientes,
os ratos foram submetidos ao teste do campo aberto. A atividade locomotora horizontal e a
exploracdo vertical (rearing) dos animais tratados com LPS durante um periodo de 5 minutos
de teste foi significativamente maior em relacdo ao grupo controle. Essa maior atividade
locomotora ndo gerou uma possivel melhora de desempenho destes animais na execugdo dos
testes comportamentais, ja que este grupo apresentou um pior desempenho no teste da esquiva
inibitéria em relacdo aos outros grupos e nao apresentou melhora de desempenho no teste do
labirinto de Barnes em relacdo ao grupo controle.

Os TLRs sdo proteinas que ficam na membrana celular que reconhecem lipideos,
carboidratos, peptideos e &cidos nucléicos que sdo expressos por diferentes grupos de
microorganismos. Apds o reconhecimento de substancias como o LPS, os TLRs podem
induzir citocinas inflamatdrias, moléculas co-estimuladoras, interferons do tipo I (INFs), e
quimocinas (208). Em humanos, ha 10 tipos de TLRs, mas hd ao menos 13 tipos descritos em
mamiferos (209).

Além da ativacdo dos fatores de transcricdo NF-kB ou AP-1, hoje também se sabe que
o0 desencadeamento da sinalizacdo dos TLRs leva a modulacdo de diversas vias intracelulares
que ditam a magnitude, tipo e duracdo da resposta inflamatoria (210). Uma dessas vias € a
PISK/AKT. Ambas PI3K e AKT foram identificadas como cinases envolvidas na habilidade
dos TLRs de mediar a fosforilacdo e inativacdo de GSK-3f (serina 9) (211, 212). De maneira
resumida, a ligagdo do LPS ao TRL ativa a via PI3K-AKT, onde o AKT ativado pode
fosforilar GSK-3p (ser9), e esta fosforilacdo resulta na sua inativacdo (revisdo em 210).
Nossos resultados mostraram que 0 GSK-3 em sua forma fosforilada (ser9) est4d aumentado
em relacdo a GSK-3p total no hipocampo dos ratos estimulados com LPS tanto dos ratos em
dieta normal quanto nos ratos em dieta intermitente, corroborando os dados da literatura que
indicam a inativacdo desta enzima por fosforilacdo frente a ativacdo dos TLRs. Portanto,
acreditamos que o aumento dos niveis de GSK-3[ fosforilado nos animais tratados com LPS
ndo tém correlagdo com a via canonica da WNT, mas sim como resultado da sinalizagédo do
TLR-4, j& que nesses grupos nao foi observado um aumento dos niveis de B-CATENINA.

Foi mostrado que o TLR-4 modula a proliferacdo e diferenciacdo de células tronco
neurais. Camundongos deficientes em TLR-4 exibiram neurogénese aumentada (147). No
entanto, as células formadas morrem e ndo conseguem formar neurdnios maduros, mostrando
que ha uma reducdo da sobrevivéncia neuronal em animais deficientes em TLR-4. Por outro

lado, esses camundongos exibiram um nivel basal maior de neurénios e menor de glia no
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hipocampo quando comparado ao animal selvagem, o que pode indicar que durante a
neurogénese as células tronco neurais diferenciam-se mais em neurdnios, enquanto que no
animal adulto essas células sdo mais proliferativas mas ndo formam neurdnios maduros (147).
Esse estudo sugere que a reducdo da sinalizacdo associada ao TLR-4 favoreca a neurogénese,
porém a auséncia da sinalizacdo pode ser prejudicial. Isso sugere que a reducdo da expressao
de TIr-4 observada nos ratos submetidos a dieta possa estar associada a uma maior
neurogénese nesses animais o que pode estar associado ao melhor desempenho dos mesmos
nos testes comportamentais em relacdo ao grupo controle, apesar de o possivel papel
modulatério do TLR-4 sobre a cognicdo ainda nao ter sido determinado.

Além do envolvimento com a neuroplasticidade, estudos recentes sugerem que o TLR-4
exerce um papel importante no desenvolvimento de desordens metabdlicas como a obesidade.
Ainda, recentemente foi demonstrado que este receptor esta envolvido no desenvolvimento da
resisténcia a insulina associado a obesidade (149-152) e foi demonstrado que acidos graxos
saturados podem estimular diretamente a sinalizacdo inflamatdria dependente do TLR-4,
atuando como ligantes desse receptor (149, 153-156). Corroborando com essas evidéncias,
camundongos deficientes em TLR-4 ndo desenvolvem resisténcia a insulina associada a
obesidade (149-151) e pessoas obesas com diabetes tipo 2 apresentam niveis de expressao
génica e proteica de TLR-4 significativamente elevados no musculo, o que se correlaciona
com a severidade da resisténcia a insulina nesses individuos (157). Ainda, foi mostrado que 0s
niveis de ligantes de TLR-4 sdo elevados em pacientes com diabetes tipo 1 levando a um
aumento da atividade desse receptor e enfatizando o estado pré-inflamatorio desta doenca
(213). Outro estudo demonstrou que a alimentagé@o rica em gordura aumenta a proporcéo de
bactérias gram-negativas que contém LPS na microbiota intestinal, além de aumentar os
niveis plasmaticos de LPS em camundongos. Esse estado é definido como endotoxemia
metabolica e resulta em um aumento do tonus inflamatério mediado pela ativacdo do TLR-4,
em ganho de peso e em diabetes (214-216). Do mesmo modo que ocorre com diversos outros
tecidos, 0 SNC também ¢é susceptivel a excesso de nutrientes da dieta. Foi mostrado que uma
dieta rica em gordura é capaz de gerar um estado pré-inflamatorio local no hipotdlamo de
ratos (217), e varios estudos indicam o TLR-4 como um regulador chave da resisténcia a
insulina e & leupeptina no SNC (218-220).

A despeito dos diversos estudos correlacionando o TLR-4 com os efeitos negativos do
excesso de ingestdo de alimentos, pouco se sabe sobre a influéncia desse receptor sobre 0s
efeitos da RED. O que se sabe é que a RED, ao contrario do alto consumo caldrico, diminui a

resisténcia a insulina e seus niveis plasmaticos em roedores, macacos e humanos (221-223).
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Como a resisténcia a insulina envolve a participacdo do TLR-4, sua diminui¢do determinada
pela RED também deve envolver a participacdo desse receptor. Além disso, recentemente um
estudo mostrou que pacientes obesos com diabetes tipo 2 tiveram uma reducdo da expressao
de RNAm de TIr-2 e Tlr-4 em mondcitos periféricos apods 2 semanas de restricdo caldrica
(224). Sabe-se ainda que macrofagos de camundongos em RED estimulados com LPS in vitro
apresentam expressdo reduzida de Tlr-4 (225). Porém, ainda ndo ha estudos que indiguem o
efeito da RED no SNC frente a um estimulo inflamatério sobre o TLR-4. Nosso estudo
mostrou que a dieta intermitente reduz a expressdo de Tlr-4 em ratos mesmo na presenca de
um estimulo inflamatorio.

Os TLRs também vém sendo correlacionados com o estresse oxidativo; por exemplo,
varios estudos in vivo demonstraram a importancia da sinalizacdo do TLR-4 na mediacdo de
danos por estresse oxidativo em situacdes de isquemia/reperfusdo e choque hemorragico
(revisdo em 148). Durante situacbes de estresse oxidativo ocorre a liberagdo de moléculas
associadas a dano tecidual, que podem acionar cascatas inflamatorias tanto pela ativagdo de
TLRs quanto por serem liberados como consequéncia da sinalizacdo dos TLRs amplificando
ainda mais a inflamacéo, ja que a ativacao de TLRs nessas situa¢fes induz a producdo de mais
espécies reativas de oxigéno (EROs). Assim, a reducdo de expressdo de TIr-4 observada nos
ratos submetidos a dieta tratados ou ndo com LPS neste trabalho pode indicar uma protecéo
desses animais contra o estresse tanto de origem oxidativa quanto de origem infecciosa,
diminuindo a sinalizacdo deletéria associada a esse receptor. Ligantes originados de
patdgenos como o LPS e ligantes associados a dano tecidual originado de estresse oxidativo
sdo igualmente efetivos na ativacdo do sistema imune, e estresse tanto oxidativo quanto
originado de infecgdes compartilnam a mesma sinalizagédo via TLRs (226-228).

Vale salientar ainda que pretendemos realizar posteriormente ensaio de western blot
para verificar se essas alteracdes observadas no RNAm de TlIr-4 de fato também ocorrem na
expressdo de proteina. Além disso, avaliaremos se as alteracGes observadas nesse receptor
ocorrem na glia ou neurdnio por imunohistoquimica, uma vez que o TLR-4 neuronal responde
a estimulos inflamatdrios de forma diferente do TLR-4 das células da glia (136), o que
permitird um maior entendimento das alteracdes geradas pela dieta intemitente.

Os maiores mecanismos de sinalizagdo ativados pelo TLR incluem as cascatas que
levam a ativacao do fator de transcricdo NF-xB (revisdo em 109). Experimentos envolvendo
plasticidade e LTP sugerem a participacdo do NF-kB na atividade sinaptica e na plasticidade
neuronal (88, 229, 230). Além disso, tem sido demonstrado em culturas de neurénios do
hipocampo e do cerebelo de camundongos que niveis basais da atividade sinaptica ativam o
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NF-kB (231, 232). Foi relatado também que o aumento da atividade do NF-«xB aumenta a
resisténcia ao estresse oxidativo em células neuronais, evidenciando uma agéo neuroprotetora
para este fator de transcricdo por suprimir o sinal de morte celular (108). Da mesma forma,
varios estudos evidenciaram que 0 NF-kB medeia, pelo menos em parte, os efeitos
neurotropetores da ativacdo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) nos neurbnios do
cerebelo e que 0 BDNF € um alvo chave do NF-kB envolvido na neuroprot¢do do NMDA
(92, 233, 234). Ainda, estudos do nosso laboratorio mostraram que o BDNF mediado pelo
NF-kB promove resisténcia a toxicidade do peptideo BA em cultura de células do cerebelo
(92) assim como a resisténcia de células PC12 a morte celular induzida por cocaina (93).

Por outro lado, ha estudos que relacionam a ativacdo do NF-xB com processos
neurodegenerativos, como lesdes obtidas por estimulacbes dopaminérgicas, DP (235) e DA
(236). Do mesmo modo, foi demonstrado também que o efeito neurotdxico induzido pelo
glutamato em culturas de celulas primarias granulares cerebelares e em fatias de tecido
hipocampal de ratos, é antagonizado pela aspirina e pelos metabdlitos do salicilato, e o sitio
de acdo destas drogas envolve a inibicdo especifica da inducdo de NF-xB pelo glutamato, o
que sugere uma agdo neurodegenerativa para 0 NF-xB (237). Além disso, dados da literatura
demonstram que a ativacao da resposta imune periférica pela administracdo de LPS em ratos e
camundongos, com consequente ativacdo do NF-kB e aumento na producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-13 e TNF pode ocasionar dano cognitivo, ocasionando prejuizo no
aprendizado e na memoria (238-240), uma vez que 0s receptores de citocinas pro-
inflamatdrias estdo bem concentrados em areas associadas a aprendizagem e memaoria como 0
hipocampo (241, 242).

Ainda, h& estudos que indicam um papel dual do NF-«xB no SNC em doengas
neurodegenerativas. Foi mostrado que a ativagdo do NF-kB em neuwmios promove sua
sobrevivéncia, enquanto a ativacdo em células gliais e imunes medeiam processos patolégicos
e inflamatdrios (243).

Em um primeiro momento, nds analisamos as alteraces induzidas pela dieta
intermitente na ativagdo do fator NF-kB. Os nossos resultados mostraram que quando 0s
animais foram, no final dos 30 dias de dieta normal, desafiados com uma injecdo intravenosa
de LPS e sacrificados 2 horas depois, eles apresentaram um aumento da atividade do NF-«B,
o0 que reforca os dados de trabalhos anteriores do laboratério (158, 244); no entanto, 0 grupo
submetido a dieta intermitente apresentou 0 mesmo padrdo de ativacdo deste fator de

transcricdo no hipocampo apos a injecdo de LPS. O que nos chamou a atencdo foi que a
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prépria dieta intermitente, por si s0, aumenta a atividade deste fator de transcricdo. Este
resultado pode estar relacionado com o melhor desempenho dos animais submetidos a dieta
intermitente nos testes comportamentais, uma vez que o NF-xB desempenha um importante
papel nos processos de plasticidade sinaptica, aprendizado e memoria (243). O NF-xB é
envolvido na LTP de transmissBes sinapticas no hipocampo, sendo assim importante para a
consolidacdo de memoria de longa duracdo (245). Da mesma forma, estudos mostraram que a
auséncia da subunidade p50 piora o desempenho de camundongos no teste comportamental da
esquiva ativa, enquanto que camundongos sem a subunidade RelA apresentam memdria
espacial prejudicada (232). Ainda, € muito provavel que o NF-kB coopere com a atividade de
outros fatores de transcricdo envolvidos com a plasticidade neuronal, como por exemplo o
CREB. Isso foi comprovado em um estudo que mostrou que o NF-xB controla a formacéo de
memoria espacial e a plasticidade sinaptica através da regulacdo da expressdo de PKA, e
consequentemente regulando a via do CREB (246). De fato, 0s nossos resultados mostraram
gue além da atividade do NF-«B aumentada, o grupo de animais submetidos a dieta
intermitente apresentou um aumento da forma ativa de CREB no hipocampo.

Acreditamos que a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB observada nos animais em
dieta esteja relacionada mais com a sua atividade neuronal do que na glia. Isso porque
observamos nos animais submetidos a dieta intermitente uma reducdo na expressdo génica do
TLR-4, que estd envolvido com a sinalizacdo pro-inflamatdria do NF-kB na glia. A ativagédo
de NF-xB neuronal estd relacionada com processos protetores e que favorecem a
sobrevivéncia neuronal, enquanto que a sua inducdo em células da glia promove a liberagédo
de neurotoxinas que superam o seu efeito protetor e facilita a morte celular (88). Da mesma
forma, foi mostrado que o TNF é tdxico para 0s neurdnios apenas na presenca de microglia ou
de meio condicionado de microglia (247). Para confirmarmos esta hipétese, posteriormente
realizaremos ensaios de imunohistoquimica para analisar a co-localizagdo neuronal do NF-xB
nos animais submetidos a dieta intermitente.

Os ensaios de western blot mostraram a translocac¢éo da subunidade RelA componente
do dimero ativo p50/RelA para o nlcleo nos grupos que receberam o estimulo de LPS e uma
tendéncia de aumento de RelA no ndcleo dos animais submetidos a dieta intermitente. A
ativacdo induzida pelo LPS estd mais associada ao dimero p50/RelA, que é um ativador de
genes que podem ser transcritos em resposta a atividade sinéptica e fornece um mecanismo de
sinalizacdo que provavelmente desempenha uma funcdo importante na resposta inflamatoria

(248). Uma vez que houve ativagdo do fator de transcricdo NF-xB, e como ele pode mediar
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acles pro- e anti-inflamatdrias e pro- e anti-apoptoticas analisamos alteracdo de genes
modulados por esse fator.

Os nossos resultados sugerem que a ativacdo do NF-kB observada ndo esteja atuando
no sentido pré-inflamatorio, na medida em que a expressao de genes pro-inflamatorios ativada
por esse receptor como 0 Cox-2 e Nosi esta reduzida nos animais submetidos a dieta. Ainda, a
expressao génica do receptor Tlr-4, cuja ativagdo culmina com o acionamento da sinalizagédo
inflamatoria do NF-kB, esta reduzida nos animais submetidos a dieta tratados ou ndo com
LPS.

Nesse estudo foram ainda avaliados os marcadores tanto anti- quanto proé-
inflamatorios que sdo conhecidos como mediadores da resposta inflamatoria: 0 TNF e a
IL-10. A citocina pro-inflamatdria TNF desempenha um papel central no desencadeamento e
manutencdo do processo inflamatdrio (249). Ja a citocina 1L-10 demonstra uma propriedade
anti-inflamatoria potente através da inibicdo da producdo de varias citocinas pro-
inflamatorias, incluindo o TNF (250). A IL-10 também atua como um antagonista natural do
TNF, promovendo a inibicdo da sinalizacdo do NF-xB atrawes da preservacdo da proteina
inibitéria kB (251). Ainda, a IL-10 também é capaz de inibir a producdo de EROs em
macrofagos isolados (252) e sugere-se que essa citocina também modula o dano agudo nos
pulmdes mediado por estresse oxidativo induzido pelo TNF (253, 254). Foi demonstrado
também que IL-10 promove protecdo contra a disfuncdo do endotélio durante o diabetes
através da inibicdo do aumento de superdxido (O2") em vasos sanguineos (255). Desta forma,
a IL-10 vem sendo considerada como uma citocina protetora no metabolismo humano (256).
Sabe-se que a obesidade € caracterizada por um quadro inflamatério sistémico, onde se
observa um aumento de citocinas como o TNF e IL-1pB, enquanto ocorre a diminuicdo de
citocinas protetoras como a IL-10 (257, 258). Por outro lado, foi demonstrado que a RED
promove a diminuicdo dos niveis de IL-13 e TNF e aumento de IL-10 em ratos e humanos
(259-261).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas entre 0s grupos quanto a
quantidade de TNF no hipocampo, foi observado que os grupos submetidos a dieta
intermitente tratados ou ndo com LPS apresentaram um aumento nos niveis de IL-10
hipocampal e também da razdo IL-10/TNF, mostrando um balanco do equilibrio dessas
citocinas no sentido protetor e anti-inflamatorio. Portanto, demonstramos que esse efeito
benéfico da dieta € mantido mesmo apos o estimulo inflamatdrio, sugerindo um papel protetor

desse protocolo contra a neuroinflamagéo.
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Sabe-se que o 11-10 é um dos genes responsivos ao CREB (262). Como foi observado
um aumento da forma ativa de CREB nos animais submetidos a dieta ndo tratados com LPS,
isso pode estar relacionado a tendéncia de um maior aumento dos niveis de IL-10 observado
nos animais submetidos a dieta sem LPS quando comparado com os animais em dieta com
LPS.

A auséncia de alteracdo dos niveis de TNF hipocampal nos grupos tratados com LPS
pode ser possivelmente devida ao tempo que os animais foram sacrificados ap0s a
administracdo de LPS ser insuficiente para se observar um aumento, uma vez que estamos
trabalhando no intervalo de tempo que gera o pico de ativagdo do NF-xB e ndo da expresséo
de proteinas reguladas por este fator de transcrigdo (158). Além disso, reforcando os dados
obtidos nesse estudo, recentemente foi mostrado que ratos administrados por via
intraperitoneal com a mesma dosagem de LPS e ap0s o mesmo intervalo deste estudo néo
apresentaram aumento de RNAm de Tnf no hipocampo apds o mesmo periodo de 2 horas
(263). Posteriormente realizaremos uma avaliagdo do decurso temporal apos a administracéo
de LPS para identificarmos se com um maior intervalo apds a injecdo de LPS podemos
observar a alteracdo de TNF no hipocampo.

Quanto a avaliacdo do TNF no soro sanguineo, observamos que 0s grupos tratados
com LPS tanto com quanto sem dieta apresentaram aumento nos niveis de TNF, o que
corrobora dados da literatura (264); porém, o aumento no grupo dieta com LPS foi menor do
que no grupo sem dieta, 0 que demonstra um efeito protetor da dieta contra a inflamacgéo
periférica.

A COX-2 é a primeira enzima na via biossintética que leva a produgdo de
prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas, que sdo importantes mediadores inflamatérios.
Existem duas isoformas de COX: a COX-1, que é constitutiva e expressa em praticamente
todos os tecidos, e a COX-2, que € induzivel (265-267). Ao contrario da COX-1 que medeia a
sintese de prostaglandinas necessarias para a homeostase dos tecidos, a expressdo de Cox-2
aumenta em resposta a varios estimulos, incluindo sinais inflamatorios, mitdgenos, citocinas e
fatores de crescimento que podem ocorrer em casos de presenca de infeccdo, inflamacéo e
processos neoplasicos (268). Neste trabalho observamos que a dieta intermitente € capaz de
reduzir a expressao génica de Cox-2 no hipocampo de ratos.

Dados da literatura demonstraram que varias citocinas podem alterar a expressdo de
Cox-2 in vivo. Citocinas pro-inflamatorias como o TNF (269, 270), IL-1a (270, 271) e IFN-y
(272, 273) podem induzir a expressdo de Cox-2, enquanto citocinas anti-inflamatérias como a
IL-10 (274), IL-4 (275) e IL-13 (276, 277) podem inibir a sua inducdo. Isso nos leva a supor
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gue a queda da expressdao de Cox-2 pode estar correlacionada com o aumento de IL-10
observado no hipocampo dos animais submetidos a dieta. Essa possivel modulagédo por IL-10
pode ocorrer tanto de modo direto (via inibicdo da producdo de mRNA de Cox-2) como
indireto (via regulacdo de citocinas pré-inflamatorias que podem induzir a expressdo génica
de Cox-2). A segunda hipétese é justificada pelo fato de que a IL-10 é capaz de inibir
citocinas inflamatorias como TNF e IL-1a (278, 279) que por sua vez sdo capazes de induzir
0 aumento dos niveis de RNAm de Cox-2 (280). Além disso, estudos anteriores mostraram
que IL-10 in vitro pode inibir a inducdo de COX-2 em mondcitos e neutréfilos humanos (274,
275). Consistente com esses resultados, outro estudo mostrou que células do bago de
camundongos nocaute para IL-10 tratadas com LPS apresentaram um grande aumento de
RNAmM e proteina de COX-2 quando comparados com células originadas do animal selvagem
(281).

Outra hipétese seria de que a diminui¢do da expressdo de Cox-2 seja em parte devida a
reducdo dos niveis de RNAm de Tlr-4 observada nos animais submetidos a dieta, ja que dados
da literatura demonstram que a COX-2 € um dos produtos resultantes da sinalizacdo do
receptor TLR-4 (282). Ainda, Fukata et al. (283) demonstraram que a COX-2 é regulada pela
sinalizac&o do receptor TLR-4 em modelo de inflamacéo intestinal de camundongos.

A obesidade é associada a um estado inflamatorio crénico com a liberacdo de
imunomoduladores pelo tecido adiposo, como citocinas e prostaglandinas produzidas pela
COX-2 que promovem inflamac&o e tumorigénese (284, 285). A RED é capaz de diminuir os
niveis de moléculas pro-inflamatdrias enquanto exerce um aumento dos niveis de moléculas
anti-inflamatorias (23, 286-288). Ja foi mostrado que a expressdo de Cox-2 mediada pelo
NF-kB é maior em gliomas mais agressivos do que em mais brandos (289). Ainda, microglias
associadas a cancer cerebral produzem uma grande quantidade de prostaglandina E, que €
mediada pela expressdo de Cox-2 (290, 291). Um inibidor seletivo de COX-2 parece ser tao
efetivo quanto o tratamento classico com a dexametasona no prolongamento da sobrevivéncia
em um modelo de cancer cerebral de ratos (292). Além disso, foi mostrado que a RED
diminui a expressdo de Cox-2 em modelo de astrocitoma em camundongos (293). Quanto ao
cancer de pancreas, que tipicamente super-expressa COX-2 (294, 295), foi mostrado que a
RED exerce um efeito protetor contra a natureza pré-carcinogénica da pancreatite aguda,
através da diminuicdo da progressdo da lesdo e diminui¢do do crescimento tumoral em um
modelo de pancreatite neoplasica acionada por COX-2 (296).

Apesar de a dieta intermitente ndo ter promovido alteracdes nos niveis de RNAm de

Cox-2 frente a inflamag&o no nosso modelo experimental, a reducgdo dos niveis de RNAm de
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Cox-2 observada no grupo de ratos submetidos a dieta sem o estimulo inflamatério sugere um
possivel papel protetor antineoplasico nesses animais. Ainda, os resultados obtidos nesse
trabalho relacionados a outros marcadores inflamatorios que mostram o aumento da razéo dos
niveis de IL-10/TNF e a diminui¢do dos niveis de RNAm de Nosi apontam para um efeito
anti-inflamatorio da dieta intermitente corroborando com essa idéia, j& que a inflamacéo € um
componente critico da progressao tumoral (revisdo em 297).

O neurotransmissor gasoso Oxido nitrico (NO) exerce multiplas acdes na regulagao
fisioldgica normal do SNC (298-300). A sua importancia na cognicéo ja foi bem documentada
(298, 299). Por exemplo, o NO é associado com a regulacdo de processos de memoria e
aprendizado (299, 301) ja que pode agir como um mensageiro que induz e mantétma LTP e a
depressdo de longa duracdo (LTD) (299-302). Sabe-se que baixas concentracdes de NO
exercem efeitos citoprotetores por diversos mecanismos (299, 300). Porém, a producéo
excessiva de NO pode resultar num quadro de neurotoxicidade que também é relacionado
com dano cognitivo (300, 303-305). Devido as suas propriedades de radical livre, 0 NO pode
gerar EROs que podem induzir estresse oxidativo causando a deterioracdo das funcoes
fisioldgicas do SNC (306).

O NO é produzido por 3 isoformas da enzima NOS, que catalisa a conversdo de
L-arginina em L-citrulina e NO. A NOS endotelial e neuronal s&o isoenzimas constitutivas,
enquanto a NOSi é a isoforma que é induzida por estimulo imunoldgico ou inflamatorio,
gerando niveis patoldgicos de NO (300, 305). Nossos resultados mostraram que a dieta
intermitente foi capaz de reduzir o aumento da expressdo de Nosi induzida pelo estimulo
inflamatdrio do LPS. Esse resultado pode indicar que o melhor desempenho observado nos
animais tratados com LPS submetidos a dieta intermitente nos testes comportamentais pode
estar relacionada a reducao dos niveis de NOSi e consequentemente dos niveis patoldgicos de
NO no hipocampo desses animais.

Os neurdnios sdo notavelmente sensiveis a morte celular induzida por NO (307, 308).
Um dos mecanismos pelo qual se sugere que o NO causa neurotoxicidade é através da potente
e reversivel inibicdo da respiragdo mitocondrial causando uma liberacéo aguda de glutamato
dos terminais nervosos. O glutamato é um neurotransmissor predominantemente excitatério
do SNC de mamiferos que regula os processos de plasticidade e transmissdo sinaptica (309).
A sinalizagdo glutamatérgica é essencial para a memoria espacial dependente do hipocampo
(310). Porém, niveis extracelulares elevados de glutamato e a ativacéo excessiva de receptores
glutamatérgicos podem levar a uma elevacdo exacerbada dos niveis intracelulares de célcio

causando uma disfuncdo neuronal e morte celular (311, 312).
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Sabe-se que a neuroinflamacdo causada pela administracdo de LPS gera um aumento
dos niveis de glutamato (313). O LPS se liga ao complexo de receptor CD14/TLR4 da
microglia (314), e essa, quando ativada, gera produtos que sao mediadores chaves do processo
neuroinflamatdrio e contribuem para o dano neuronal (315, 316). A ativacdo da microglia pela
infusdo de LPS pode gerar modificacdes patoldgicas, bioquimicas e comportamentais que séo
similares aquelas observadas em muitas doencas neurodegenerativas associadas a
neuroinflamacdo (317). Ainda, o aumento da atividade glutamatérgica induzida por atividade
neuronal associada a exploracdo espacial poderia levar a um excesso de influxo de célcio
ainda maior (318). A neuroinflamag&o parece envolver um ciclo de retroalimentagéo positivo
entre a microglia ativada e o dano neuronal (319). Como os animais em dieta intermitente
apresentaram um melhor desempenho dos testes comportamentais e uma reducdo de
marcadores inflamatérios, acreditamos que a dieta intermitente possa estar atuando
prevenindo a ativagdo excessiva do receptor NMDA que resulta no influxo excessivo de
calcio nos neurdnios interrompendo esse ciclo de retroalimentacdo e consequentemente

diminuindo a ativacao da glia.

Neurdnio Glia ativada

2+
Ca®™ Glutamato
Esquema 3: Na vigéncia do estimulo inflamatério induzido pelo LPS ocorre a ativagdo das células da glia via
receptor TLR-4 que culmina com a ativacdo da sinalizagdo inflamatoria do fator de transcricdo
NF-xB com a consequente ativacdo da transcricdo do gene-alvo Nosi. A NOSi promove o0 aumento
dos niveis de NO que, quando em excesso, provoca uma disfuncdo da respiragdo mitocondrial e um
prejuizo na producdo de ATP. Dessa forma, o transportador de glutamato que utiliza ATP para
promover a recaptacdo deste neurotransmissor da fenda sinaptica passa a liberar glutamato para o
meio extracelular, que por sua vez ativa os receptores NMDA. A ativacao desses receptores causa 0
influxo de célcio nos neurdnios que pode resultar em um quadro de exitotoxicidade glutamatérgica.
Os nossos resultados sugerem que a dieta intermitente possa provavelmente reduzir esse quadro de
excitotoxicidade através da diminuicdo da sinalizacdo inflamatéria associada ao TLR-4 e da reducéo

da expresséo de Nosi observada no nosso modelo experimental.
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6 CONCLUSAO

Em conclusédo, os nossos resultados sugerem que a dieta intermitente atua no sentido
protetor contra a inflamagdo no nosso modelo experimental. Isso foi demonstrado pela
melhora do desempenho dos animais no teste do labirinto de Barnes onde os animais em dieta
intermitente apresentaram melhor desempenho mesmo quando tratados com LPS, pela
reversdo do efeito deletério induzido pelo LPS na memdria no teste da esquiva inibitoria e
pela alteracdo de diversos marcadores inflamatérios no hipocampo de ratos submetidos a
dieta, tais como, a diminui¢cdo dos niveis de RNAm do TIr-4, Nosi e Cox-2 e aumento da
razdo de IL-10/TNF desses animais em relacdo ao grupo controle. Apesar de ser ter sido
observado um aumento na atividade de ligacdo do NF-kB nuclear, esse fator de transcrigcdo
pode ndo estar levando neste caso ao aumento da neuroinflamacdo, j& que o receptor TLR-4
que ativa sua sinalizacdo inflamatoria estd com uma expressdo génica reduzida assim como a
dos genes dos marcadores inflamatdrios Nosi e Cox-2 cujas expressdes sdo ativadas por esse

fator de transcricdo.
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(A) Dieta vs. Controle
DIETAINTERMITENTE

Memoria e

Transcrigédo do gene alvo .
aprendizado

(B) Dieta+LPS vs. LPS
DIETAINTERMITENTE

Memoria e

Transcrigdo do gene alvo .
aprendizado

Esquema 4: Representacéo esquematica dos resultados do estudo dos efeitos comportamentais e bioquimicos da
dieta intermitente na vigéncia de um estimulo inflamatério no hipocampo de ratos. Em A,
representacdo dos resultados do grupo submetido a dieta intermitente em relagdo ao grupo controle.
Em B, representacdo dos resultados do grupo submetido a dieta intermitente tratado com LPS em
relacdo ao grupo tratado com LPS sem a dieta intermitente.
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ANEXOS

Anexo A - Sequéncia do RNAm do gene Cox-2

NM_017232.3 Rattus norvegicus cyclooxygenase 2 (Cox-2), RNAmM

ATGCTCTTCCGAGCTGTGCTGCTCTGCGCTGCCCTGGCGCTCAGCCATGCAGCAAATCCTTGCTGTTCCAACCCA
TGTCAAAACCGTGGTGAATGTATGAGCATAGGATTTGACCAATATAAATGTGACTGTACCCGGACTGGATTCTAC
GGTGAAAACTGTACTACGCCTGAGTTTCTGACAAGAATCAAATTACTGCTGAAGCCCACCCCAAACACAGTACAC
TACATCCTGACCCACTTCAAGGGAGTCTGGAACATTGTGAACAACATTCCCTTCCTTCGGAATTCAATCATGAGA
TACGTGTTGACGTCCAGATCACATTTGATTGACAGCCCACCAACTTACAATGTGCACTACGGTTACAAAAGTTGG
GAAGCTTTCTCCAACCTCTCCTACTACACCAGGGCCCTTCCTCCTGTGGCTGATGACTGCCCAACTCCCATGGGT
GTGAAAGGAAATAAGGAACTTCCTGATTCAAAAGAAGTTCTGGAAAAGGTTCTTCTGAGGAGAGAGTTCATCCCG
GATCCCCAAGGCACAAATATGATGTTCGCATTCTTTGCCCAGCACTTCACTCATCAGTTTTTCAAGACAGATCAG
AAGCGAGGACCTGGGTTCACCCGAGGACTGGGCCATGGAGTGGACTTAAATCATGTTTACGGTGAAACTCTAGAC
AGACAACATAAACTTCGACTTTTCCAGGATGGAAAATTGAAATATCAGGTCATCGGTGGAGAGGTGTATCCTCCC
ACAGTCAAAGACACTCAGGTAGACATGATCTACCCTCCCCACGTCCCTGAGCACCTGCGGTTCGCTGTGGGGCAG
GAAGTCTTTGGTCTGGTGCCGGGTCTGATGATGTATGCTACCATCTGGCTTCGGGAGCACAACAGAGTGTGTGAT
ATACTCAAACAGGAGCATCCTGAGTGGGATGACGAGCGACTGTTCCAAACCAGCAGGCTCATACTGATAGGAGAG
ACGATCAAGATAGTGATCGAAGACTACGTGCAACACCTGAGCGGTTACCACTTCAAACTCAAGTTCGACCCAGAG
CTGCTTTTCAACCAGCAGTTCCAGTATCAGAACCGCATTGCCTCTGAATTCAACACACTCTATCACTGGCATCCG
CTGCTGCCGGACACCTTCAACATTGAAGACCAGGAGTACACTTTCAAACAGTTTCTCTACAACAACTCCATCCTC
CTTGAACACGGACTTGCTCACTTTGTTGAGTCATTCACCAGACAGATTGCTGGCCGGGTTGCTGGGGGAAGGAAT
GTTCCAATCGCTGTACAAGCAGTGGCAAAGGCCTCCATTGACCAGAGCAGAGAGATGAAATACCAGTCTCTCAAT
GAGTACCGCAAACGCTTCTCCCTGAAACCTTACACATCGTTTGAAGAACTTACAGGAGAGAAAGAAATGGCTGCA
GAGTTGAAAGCCCTCTACCATGACATCGATGCCATGGAACTGTATCCCGCCCTGCTGGTGGAAAAGCCTCGTCCA
GATGCTATCTTTGGGGAGACCATGGTAGAACTTGGAGCTCCATTCTCCTTGAAAGGCCTTATGGGTAATCCCATC
TGTTCTCCTCAATACTGGAAACCTAGCACCTTCGGAGGAGAAGTGGGTTTTAGGATCATCAACACTGCCTCAATT
CAGTCTCTCATCTGCAATAATGTGAAAGGGTGTCCCTTTGCCTCTTTCAATGTGCAAGACCCGCAGCCTACCAAG
ACAGCCACCATCAACGCAAGTGCCTCCCACTCCAGACTAGATGACATTAACCCTACAGTACTAATCAAAAGGCGT
TCAACTGAGCTGTAA

Em vermelho o oligonucleotideo iniciador direto e em azul a sequéncia complementar inversa
do oligonucleotideo iniciador reverso do Cox-2.
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Anexo B - Sequéncia do RNAm do gene Nos2

MN_012611.3 Rattus norvegicus nitric oxide synthase 2, inducible (Nos2), RNAm

AGTTGAAGACTGAGACTCTGGCCCCACGGGACACAGTGTCGCTGGTTTGAAACTTCTCAGCCACCTTGGTGAGGG
GACTGGACTTTTAGAGACGCTTCTGAGGTTCCTCAGGCTTGGGTCTTGTTAGCCTAGTCAACTACAAGCCCCACG
GAGAACAGCAGAGTTGGTGCAGAAGCACAAAGTCACAGACATGGCTTGCCCCTGGAAGTTTCTCTTCAGAGTCAA
ATCCTACCAAGGTGACCTGAAAGAGGAAAAGGACATTAACAACAACGTGGAGAAAACCCCAGGTGCTATTCCCAG
CCCAACAACACAGGATGACCCTAAGAGTCACAAGCATCAAAATGGTTTCCCCCAGTTCCTCACTGGGACTGCACA
GAATGTTCCAGAATCCCTGGACAAGCTGCATGTGACTCCATCGACCCGCCCACAGCACGTGAGGATCAAAAACTG
GGGCAATGGAGAGATTTTTCACGACACCCTTCACCACAAGGCCACCTCGGATATCTCTTGCAAGTCCAAATTATG
CATGGGGTCCATCATGAACTCCAAGAGTTTGACCAGAGGACCCAGAGACAAGCCCACCCCAGTGGAGGAGCTTCT
GCCTCAAGCCATTGAATTCATTAACCAGTATTATGGCTCCTTCAAAGAGGCAAAAATAGAGGAACATCTGGCCAG
GCTGGAAGCCGTAACAAAGGAAATAGAAACAACAGGAACCTACCAGCTCACTCTGGATGAGCTCATCTTTGCCAC
CAAGATGGCCTGGAGGAACGCCCCTCGCTGCATCGGCAGGATTCAGTGGTCCAACCTGCAGGTCTTCGATGCCCG
GAGCTGTAGCACTGCATCAGAAATGTTCCAGCATATCTGCAGACACATACTTTACGCCACTAACAGTGGCAACAT
CAGGTCGGCCATTACTGTGTTCCCCCAGCGGAGCGATGGGAAGCATGACTTCCGGATCTGGAATTCCCAGCTCAT
CCGGTACGCTGGCTACCAGATGCCCGATGGCACCATCAGAGGGGATCCTGCCACCTTGGAGTTCACCCAGTTGTG
CATCGACCTGGGCTGGAAGCCCCGCTATGGCCGCTTCGATGTGCTGCCTCTGGTCCTGCAGGCTCACGGTCAAGA
TCCAGAGGTCTTTGAAATCCCTCCTGATCTTGTGCTGGAGGTGACCATGGAGCATCCCAAGTACGAGTGGTTCCA
GGAGCTCGGGCTGAAGTGGTATGCGCTGCCTGCCGTGGCCAACATGCTCCTGGAGGTGGGTGGCCTCGAGTTCCC
AGCCTGCCCCTTCAATGGTTGGTACATGGGCACCGAGATTGGAGTCCGAGACTTCTGTGACACACAGCGCTACAA
CATCCTGGAGGAAGTGGGCAGGAGCATGGGCCTGGAGACCCACACACTGGCCTCCCTCTGGAAAGACCGGGCTGT
CACCGAGATCAATGCAGCTGTGCTCCATAGTTTTCAGAAGCAGAATGTGACCATCATGGACCACCACACAGCCTC
AGAGTCCTTCATGAAGCACATGCAGAATGAGTACCGGGCCCGAGGAGGCTGCCCTGCAGACTGGATTTGGCTGGT
CCCTCCGGTGTCCGGGAGCATCACCCCTGTGTTCCACCAGGAGATGTTGAACTACGTCCTATCTCCATTCTACTA
CTACCAGATCGAGCCCTGGAAGACCCACATCTGGCAGGATGAGAAGCTGAGGCCCAGGAGGAGAGAGATCCGGTT
CACAGTCTTGGTGAAAGCGGTGTTCTTTGCTTCTGTGCTAATGCGGAAGGTCATGGCTTCCCGCGTCAGAGCCAC
AGTCCTCTTTGCTACTGAGACAGGAAAGTCGGAAGCGCTAGCCAGGGACCTGGCTGCCTTGTTCAGCTACGCCTT
CAACACCAAGGTTGTCTGCATGGAACAGTATAAGGCAAACACCTTGGAAGAGGAACAACTACTGCTGGTGGTTAC
AAGCACATTTGGCAATGGAGACTGCCCCAGCAATGGGCAGACTCTGAAGAAATCTCTGTTCATGATGAAAGAACT
CGGGCATACCTTCAGGTATGCGGTATTTGGCCTGGGCTCCAGCATGTACCCTCAGTTCTGTGCCTTTGCTCATGA
CATCGACCAGAAACTGTCTCACCTGGGAGCCTCCCAGCTTGCCCCAACCGGAGAAGGGGACGAACTCAGCGGGCA
GGAGGACGCCTTCCGCAGCTGGGCTGTGCAAACCTTCCGGGCAGCCTGTGAGACGTTCGATGTTCGAAGCAAACA
TTGCATTCAGATCCCGAAACGCTACACTTCCAACGCAACATGGGAGCCAGAGCAGTACAAGCTCACCCAGAGCCC
AGAGTCTCTAGACCTCAACAAAGCTCTCAGCAGCATCCACGCCAAGAACGTGTTCACCATGAGGCTGAAATCCCT
CCAGAATCTGCAGAGTGAGAAGTCCAGCCGCACCACCCTCCTTGTTCAACTCACCTTCGAGGGCAGCCGAGGCCC
CAGCTACCTACCTGGGGAACACCTGGGGATTTTCCCAGGCAACCAGACGGCCCTGGTGCAAGGGATCTTGGAGCG
AGTTGTGGATTGTTCTTCGCCAGACCAAACTGTGTGCCTGGAGGTTCTAGATGAGAGTGGCAGCTACTGGGTCAA
AGACAAGAGGCTTCCCCCCTGCTCACTCAGGCAAGCCCTCACCTACTTCCTGGACATCACTACCCCTCCCACCCA
GCTGCAGCTCCACAAGCTGGCCCGCTTTGCCACGGAAGAGACGCACAGGCAGAGGTTGGAGGCCTTGTGTCAGCC
CTCAGAGTACAACGATTGGAAGTTCAGCAACAACCCCACGTTCCTGGAGGTGCTGGAAGAGTTCCCATCATTGCG
TGTGCCTGCTGCCTTCCTGCTGTTGCAGCTCCCCATTCTGAAGCCCCGCTACTACTCCATCAGCTCCTCCCAGGA
CCACACCCCCTCGGAGGTCCACCTCACTGTGGCTGTGGTCACCTATCGCACCCGAGATGGTCAGGGTCCCCTGCA
CCATGGCGTCTGCAGCACTTGGATCAATAACCTGAAGCCCGAAGACCCAGTGCCCTGCTTTGTGCGGAGTGTCAG
TGGCTTCCAGCTCCCTGAGGACCCCTCCCAGCCCTGCATCCTCATTGGGCCCGGTACAGGCATTGCCCCCTTCCG
AAGTTTCTGGCAGCAGCGGCTCCATGACTCTCAGCACAGAGGGCTCAAAGGAGGCCGCATGACCTTGGTGTTTGG
GTGCAGGCACCCAGAGGAGGACCACCTCTATCAGGAAGAAATGCAGGAGATGGTCCGCAAGGGAGTGTTGTTCCA
GGTGCACACAGGCTACTCCCGGCTGCCCGGAAAACCCAAGGTCTACGTTCAAGACATCCTGCAGAAAGAGCTGGC
CGACGAGGTGTTCAGCGTGCTCCACGGGGAGCAGGGCCACCTTTATGTTTGTGGCGATGTGCGCATGGCTCGGGA
TGTGGCTACCACTTTGAAGAAGCTGGTGGCCGCCAAGCTGAACTTGAGTGAGGAGCAGGTTGAGGATTACTTCTT
CCAGCTCAAGAGCCAGAAACGTTATCATGAGGATATCTTCGGTGCGGTCTTTTCCTATGGAGCAAAAAAGGGCAA
CACCTTGGAGGAGCCCAAAGGCACAAGACTCTGACACCCAGAAGAGTTACAGCATCTGGCCCTAAATAAAATGAC
AGTGAGGGGTTTGGAGAGACAGAAGTGCGATCCCCCCCAAACCCCTCACATCATCTCCCCTCCTCTACCCTACCA
AGTAGTATTGTACTATTGTGGACTACTGAATCTCTCTCCTCTC

Em vermelho o oligonucleotideo iniciador direto e em azul a sequéncia complementar inversa
do oligonucleotideo iniciador reverso do Nos2.



94

Anexo C - Sequéncia do RNAm do gene Tlr4

NM_019178.1 Rattus norvegicus toll-like receptor 4 (Tlr4), RNAm

TTCTAACTTCCCTCCTGAGATGGGCTTATTAATTCTAGAACAAAACCAAAAGTGAGAATGCTAAGGTTGGCACTC
TCACTTCCTCTTGCTCTCTAGCCAGTATACCTTTGAATACAATATTTACAGAGGGGCAACCGCTGGGAGAGAAGG
GGCAGGGGCCCCAGGGACTCTGCCCTGCCACCATTTACAGTTCGTCATGCTTTCTCACGGCCTCCGCTGGTTGCA
GAAAATGCCAGGATGATGCCTCTCTTGCATCTGGCTGGGACTCTGATCATGGCATTGTTCCTTTCCTGCCTGAGA
CCAGGAAGCTTGAATCCCTGCATAGAGGTACTTCCTAATATTACCTACCAATGCATGGATCAGAATCTCAGCAAA
ATCCCTCATGACATCCCTTATTCAACCAAGAACCTAGATCTGAGCTTCAACCCCCTGAAGATCTTAAGAAGCTAT
AGCTTCACCAATTTCTCACAACTTCAGTGGCTGGATTTATCCAGGTGTGAAATTGAGACAATTGAAGACAAGGCA
TGGCATGGCTTAAACCAGCTCTCAACCTTGGTACTGACAGGAAACCCTATCAAGAGTTTTTCCCCAGGAAGTTTT
TCTGGACTAACAAATTTAGAGAATCTGGTGGCTGTGGAGACAAAAATGACCTCTCTAGAGGGTTTCCATATTGGA
CAGCTTATATCCTTAAAGAAACTAAATGTGGCTCATAATCTTATACATTCCTTTAAGTTGCCTGAATATTTTTCT
AATCTGACAAACCTAGAACATGTGGATCTTTCTTATAACTATATTCAAACTATTTCTGTCAAAGACTTACAGTTT
CTACGTGAAAATCCCCAAGTCAATCTCTCTTTAGACCTGTCTTTAAACCCAATTGACTCCATTCAAGCCCAAGCC
TTTCAGGGAATTAGGCTCCATGAATTGACTCTAAGAAGTAATTTTAATAGCTCAAATGTACTGAAAATGTGCCTT
CAAAACATGACTGGTTTACATGTCCATCGGTTGATCTTGGGAGAATTTAAAAATGAAAGGAATCTGGAAAGTTTT
GACCGTTCTGTCATGGAAGGACTATGCAATGTGAGCATTGATGAGTTCAGGTTAACATATATAAATCATTTTTCA
GATGATATTTATAATCTCAATTGCTTGGCAAATATTTCTGCAATGTCTTTCACAGGTGTACATATAAAACACATA
GCAGATGTTCCTAGGCATTTCAAATGGCAATCCTTATCAATCATTAGATGTCATCTTAAGCCTTTTCCAAAGCTG
AGTCTACCTTTTCTTAAAAGTTGGACTTTAACTACCAACAGAGAGGATATCAGCTTTGGTCAGTTGGCTCTGCCA
AGTCTCAGATATCTAGATCTTAGTAGAAATGCCATGAGCTTTAGAGGTTGCTGTTCTTATTCTGATTTTGGAACA
AACAACCTGAAGTACTTAGACCTCAGCTTCAATGGTGTCATCCTGATGAGTGCCAACTTCATGGGTCTAGAAGAG
CTGGAATACCTGGACTTTCAGCACTCCACTTTAAAAAAGGTCACAGAATTCTCAGTGTTCTTATCTCTTGAAAAA
CTTCTTTACCTTGACATCTCTTACACTAATACCAAAATTGACTTTGATGGCATATTTCTTGGCTTGATCAGTCTC
AACACTTTAAAAATGGCTGGCAATTCTTTCAAAGACAACACCCTTTCAAATGTCTTTACAAACACAACAAACTTA
ACATTCCTGGATCTTTCTAAATGCCAACTGGAACAGATATCTAGGGGGGTATTTGACACACTCTACAGACTCCAG
TTATTAAACATGAGTCACAACAACCTACTGTTTCTGGATCCATCCCATTATAAACAGCTGTACTCCCTCAGGACT
CTTGATTGCAGTTTCAATCGCATAGAGACATCCAAAGGAATACTGCAACATTTTCCAAAGAGTCTAGCCGTCTTC
AATCTGACTAATAATTCTGTTGCTTGTATATGTGAATATCAGAATTTCTTGCAGTGGGTCAAGGACCAGAAAATG
TTCTTGGTGAATGTTGAACAAATGAAATGTGCATCACCTATAGACATGAAGGCCTCCCTGGTGTTGGATTTTACG
AATTCCACCTGTTATATATACAAGACTATCATCAGTGTATCGGTGGTCAGTGTGCTTGTGGTAGCCACTGTAGCA
TTTCTGATATACCACTTCTATTTTCACCTGATACTTATTGCTGGCTGTAAAAAGTACAGCAGAGGAGAAAGCATC
TATGATGCATTTGTGATCTACTCGAGCCAGAATGAGGACTGGGTGAGAAACGAGCTGGTAAAGAATTTAGAAGAA
GGAGTGCCCCGCTTTCAGCTTTGCCTTCATTACAGGGACTTTATTCCTGGTGTAGCCATTGCTGCCAACATCATC
CAGGAAGGCTTCCACAAGAGCCGGAAAGTTATTGTGGTGGTGTCTAGACACTTTATCCAGAGCCGTTGGTGTATC
TTTGAATATGAGATTGCTCAGACATGGCAGTTTCTGAGTAGCCGCTCTGGCATCATCTTCATTGTCCTTGAGAAA
GTGGAGAAGTCCTTGCTGAGGCAGCAGGTCGAATTGTATCGCCTTCTTAGCAGAAACACCTACCTCGAGTGGGAG
GACAATGCTCTGGGGAGGCACATCTTCTGGAGAAGACTCAAAAAAGCCCTGTTGGATGGAAAAGCCTTGAATCCA
GATGAAACATCAGAGGAAGAACAAGAAGCAACAACTTTGACCTGAGGAGTACAAAACTCTGCGCCTAAAACCCAT
TATGTTTACAATTTCCGAATGCTACAGTTCATCTGGGTTTCTGCTGTGGACAGGGAGGCCAGGGAGCACGAGGCT
TCTAACCTCAACGACCTCACAGGGCACAAGGAAGTAGCAATGTGATGAAACCCCATACTTTCCATGTGTATCAGG
TGTATGAATTAAGCAACTCAGGCAAAGAATCATAATCAGCAAAGTTTACTCTTATAAAACCTAAGGAGAGGAGGC
TAAGGCCCAGTGAGAACAGAAAGGAACATCATTCTTCTCTGGATCTTTGAATATAAGCACAACATGTAGTGTGCT
GCAGTTACCTTAGAAGAGTTTTGATCATTTAAACTGAAGTGAATGTTTCCTTCCTTTCCCTTTTTCTATTGAATA
TAATTTAAATGGCACTGACTCTTTTTGAGAGACCCTCATTCAAATTTCTTCTTCCATTTTCTGTCAGTTTCTTTT
TTTTTAAATCTAGTTCTACAAGAAATATGACTGATACATGCTCAAAGATATCCTGGTCAATCCTTAGAATGCTAT
ATTTATAAAATAAAAATTTTTAGTGTACTTTTATTTTTTAAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Em vermelho o oligonucleotideo iniciador direto e em azul a sequéncia complementar inversa
do oligonucleotideo iniciador reverso do Tlr4.
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Anexo D - Sequéncia do RNAm do gene Hprtl

NM_012583.2 Rattus norvegicus hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Hprtl), RNAm

GCGGTAGCACCTCCTCCGCCAGCTTCCTCCTCAGACCGCTTTTCCCGCGAGCCGACCGGTTCTGTCATGTCGACC
CTCAGTCCCAGCGTCGTGATTAGTGATGATGAACCAGGTTATGACCTAGATTTATTTTGCATACCTAATCATTAT
GCTGAAGATTTGGAAAAGGTGTTTATTCCTCATGGACTGATTATGGACAGGACTGAAAGACTTGCTCGAGATGTC
ATGAAGGAGATGGGAGGCCATCACATTGTGGCCCTCTGTGTGCTGAAGGGGGGCTATAAGTTCTTTGCTGACCTG
CTGGATTACATTAAAGCGCTGAATAGAAATAGTGATAGGTCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATCAGACTGAAG
AGCTACTGTAATGACCAGTCAACGGGGGACATAAAAGTTATTGGTGGAGATGATCTCTCAACTTTAACTGGAAAG
AACGTCTTGATTGTTGAAGATATAATTGACACTGGTAAAACAATGCAGACTTTGCTTTCCTTGGTCAAGCAGTAC
AGCCCCAAAATGGTTAAGGTTGCAAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAGTGTTGGATACAGGCCAGACTTT
GTTGGATTTGAAATTCCAGACAAGTTTGTTGTTGGATATGCCCTTGACTATAATGAGCACTTCAGGGATTTGAAT
CATGTTTGTGTCATCAGCGAAAGTGGAAAAGCCAAGTACAAAGCCTAAAAGACAGCGGCAAGTTGAATCTACAAG
AGTCCTGTTGATGTGGCCAGTAAAGAACTAGCAGACGTTCTAGTCCTGTGGCCATCTACTTAGTAAAGCTTTTGC
ATGAACCTTCTATGAATTTTATGGTTTTTATTTTTAGAAATGTCTGTTGCTGCGTCCCTTTTGATTTGCACTATG
AGCCTGTAGGCAGCCTACCGTCAGGTAGATTGTCACTTCCCTTGTGAGACAGACAGATCTCTTAAATTACCACTG
TTAAATAATAATACTGAGATTGTATCTGTAAGAAGGATTTAAAAAGAAGCTGTATTAGTTTTTTAATTGGTATTT
TAATTTTTATATATTCAGGAGAGAAAGATGTGATATTGTTAATTTAGAATAGTCTAAAGCGCTCAGTTTCATATC
AGTAACAGCATCTAAGAGGTTTCCCCAGTGGAATAAACATGTTTCAGCAGTGTGAATCGTTGTCAACCGTTCCTT
TTAAATGCAAATAAATACATTCTAAAAATTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Em vermelho o oligonucleotideo iniciador direto e em azul a sequéncia complementar inversa
do oligonucleotideo iniciador reverso do Hprtl.
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