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Resumo

Dados experimentais indicam que a restrigdo calorica (RC) protege o sistema
nervoso central (SNC) de varias condigbes patoldgicas, incluindo processos
inflamatorios e degenerativos. As células gliais auxiliam na resposta inflamatdria
induzida por lipopolisacarideo (LPS), em especial os astrécitos, que possuem o
receptor Toll like 4 (TLR4), que atua como mediador da inflamagé&o induzida por LPS
nestas ceélulas. Neste estudo, avaliamos as alteragdes astrogliais e microgliais do
hipocampo e hipotalamo em resposta a RC de 4 ou 8 semanas, frente ao insulto por
LPS. Os parametros astrogliais avaliados foram, imunoconteudo da proteina glial
fibrilar acida (GFAP), captacéo de glutamato e conteudo de glutationa reduzida (GSH),
além da molécula adaptadora de ligagao de calcio ionizada 1 (IBA-1) como marcador
microglial. Os animais submetidos a RC tiveram ganho de massa corporal menor em
ambos os tempos e o insulto inflamatério causou aumento dos niveis séricos de
interleucina-6 (IL-6), atenuada nos animais que realizaram RC. Entretanto, as
alteracdes na lipidemia e glicemia induzidas pelo LPS n&o foram modificadas em
animais em protocolo de RC. Nao percebemos uma ativagéo glial induzida pelo LPS,
com base no conteudo de GFAP e IBA-1. No entanto, o LPS causou uma reducéo de
GSH no hipotalamo, mas ndao no hipocampo, inferindo em uma prevengao causada
pela RC nos animais em protocolo de dieta. Por outro lado, no hipocampo observou-
se um aumento da captagao de glutamato induzida por LPS parcialmente prevenida
nos animais que realizaram RC. O estudo indica que RC modula fun¢des astrogliais,
reforcando a ideia de um efeito neuroprotetor contra inflamag¢ao aguda mediada por
receptores TLR4.

Palavra-chave: Restrigdo caldrica; LPS; Inflamagdo; Astrocito; Microglia;
Neuroprotecao.



Abstract

Experimental data indicate that caloric restriction (CR) protects the central
nervous system from various pathological conditions, including inflammatory and
degenerative processes. Glial cells help in the inflammatory response induced by
lipopolysaccharide (LPS), especially astrocytes, which have the Toll-like receptor 4
(TLR4), which acts as a mediator of inflammation induced by LPS in these cells. In this
study, we evaluated the astroglial and microglial alterations of the hippocampus and
hypothalamus in response to CR at 4 or 8 weeks, in face of the LPS insult. The
astroglial parameters evaluated were glial fibrillary acidic protein (GFAP)
immunocontent, glutamate uptake and reduced glutathione (GSH) content, in addition
to the ionized calcium binding adapter molecule 1 (IBA-1) as a microglial marker. The
animals submitted to CR had a lower body mass gain in both periods and the
inflammatory insult caused an increase in the serum levels of interleukin-6 (IL-6),
attenuated in the animals that underwent CR. However, changes in lipidemia and
glycemia induced by LPS were not modified in animals in CR protocol. We did not
notice an LPS-induced glial activation based on the content of GFAP and IBA-1.
However, LPS caused a reduction in GSH in the hypothalamus, but not in the
hippocampus, inferring a prevention caused by CR in animals on a diet protocol. On
the other hand, in the hippocampus, an increase in glutamate uptake induced by LPS
was partially prevented in animals that underwent CR. The study indicates that CR
modulates astroglial functions, reinforcing the idea of a neuroprotective effect against
acute inflammation mediated by TLR4 receptors.

Keywords: Caloric restriction; LPS; Inflammation; Astrocyte; Microglia;

Neuroprotection.



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

BHE Barreira hematoencefalica

ERO Espécies reativas de oxigénio

FOXO1 Fator de transcricao “forkhead” 1
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GLUT4 Transportador de glicose 4

GS Glutamina sintetase

GSH Glutationa reduzida
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HMGB1 Grupo de alta mobilidade box-1

IBA-1 Molécula adaptadora de ligagcéo de calcio ionizada 1

IL-1B Interleucina-13

IL-6 Interleucina-6
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IP Intraperitoneal

LLP Lipase de lipoproteina

LPS Lipopolisacarideo

NFkB Fator nuclear kappa B

PGC-1a Coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama
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RC Restricdo caldrica

TGFB Fator de crescimento transformador 3

TLR Receptor “toll-like”

TNFa Fator de necrose tumoral a

Sir2 Regulador de informacao silenciosa 2

Sirt Sirtuina

SNC Sistema nervoso central



1 INTRODUGAO

1.1 Restrigao caldrica: conceito e usos

A restricao caldrica (RC) é definida como uma reducgdo no total de calorias
consumidas, sem a deficiéncia de nutrientes essenciais da dieta. Esta reducdo na
ingestdo de calorias diminui a taxa de envelhecimento biologico em diferentes
espécies!. O envelhecimento é um processo natural, para sistemas, individuos e
células, que envolvem mudancgas ao longo do tempo. Por ser natural, ndo se pode
falar em causas do envelhecimento, mas comumente, do ponto de vista bioquimico,
nos referimos a um acumulo de danos (principalmente oxidagdo)?, em especial no
sistema nervoso central (SNC). O envelhecimento cerebral possui manifestagdes
clinicas gradativas bem caracteristicas, como declinio da memodria e cognicao,
prejuizo motor e na execugéao de tarefas. Sabe-se que o envelhecimento cerebral vem
acompanhado de altera¢des funcionais e morfoloégicas, o que inclui atrofia, perda de
massa encefalica, déficit sinaptico, neurogénese reduzida, disfungdo mitocondrial,
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO), oxidacado de proteinas, disfungao
da barreira hematoencefalica (BHE) e neuroinflamagao cronica®’.

Por muito tempo procurou-se diferentes formas de prolongar a vida e reduzir os
efeitos do envelhecimento. Um fato interessante sobre o envelhecimento é que muitas
mutacdes sdo capazes de prolongar a vida, e também diminuem a atividade das vias
de sinalizagdo de nutrientes, sugerindo assim que existe uma relagdo entre o
envelhecimento e a nutricdo®. Em 1935, foi publicado o primeiro estudo sobre os
efeitos da RC em roedores, por McCay e colaboradores. Este estudo demonstrou que
a RC quando iniciada apds a puberdade, prolonga a vida e previne doengas cronicas
em roedores®®®. Esta redugdo na ingestdo de calorias diminui a taxa de
envelhecimento biologico em diferentes espécies, bem como melhora os efeitos do
envelhecimento cerebral em diferentes niveis’810,

A RC pode ser realizada de duas maneiras, controlando a quantidade de
alimento fornecido ou através da manipulacdo dos componentes da dieta. Os
protocolos podem ainda, ser realizados de forma intermitente (intercalando os dias da
administracdo da dieta), ou, restricdo continua (administrando a dieta restrita

diariamente)'!. Pesquisas utilizam modelos animais com redugéo de 30% a 50% do
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total calérico da dieta, quando utilizado de forma continua, e € comumente empregada
para prevenir doengas neurodegenerativas relacionadas com o envelhecimento como
a Doenca de Alzheimer, Parkinson, Huntington, além de alteragbées no metabolismo
periférico do organismo, como dislipidemias, doengas cardiovasculares e
autoimunes’12.13,

Sabe-se que RC altera o metabolismo energético tanto na periferia quanto no
SNC de mamiferos. Apesar dos beneficios da RC serem conhecidos ha muitos anos,
0S mecanismos de sua agao permanecem sem completo esclarecimento. A sua
complexidade estd em multiplos efeitos incluindo, alteragdes metabdlicas,
neuroenddcrinas e apoptéticas, que variam em intensidade e exibem diferencas

notaveis entre os diferentes 6rgdos*%13.14,

1.2 Neuroinflamagao

O sistema imunolégico desempenha um papel indispensavel na manutengao
da homeostase do tecido e da resposta as infecgbes e lesdes. Alguns estimulos
inflamatdrios possuem efeitos benéficos (fagocitose de detritos e células apoptéticas),
afinal, a inflamacgao relaciona-se com processos de reparacgao tecidual, porém, uma
inflamacao descontrolada e cronica resulta na producéo de fatores neurotdxicos que
podem desencadear alteragdes neuroquimicas e desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas®'®. A inflamagdo cronica de baixo grau em todo o corpo € uma
das principais caracteristicas do envelhecimento, sintomas semelhantes aos
encontrados em individuos obesos ou com disturbios metabdlicos, demonstrando o
efeito benéfico da RC na inflamacao sistémica. No entanto, a inflamacgao crbénica pode
ter efeitos danosos no envelhecimento normal, bem como, no envelhecimento
patoldgico, como é o caso das doengas neurodegenerativas™515.16,

A neuroinflamagédo pode ser induzida de diferentes maneiras, dentre elas, a
administragcado de lipopolissacarideo (LPS), um constituinte da parede celular de
bactérias gram-negativas, podendo ser aplicado intraperitonealmente (i.p.) ou
intracerobroventricularmente (i.c.v)'>'"®, Quando o LPS é administrado, os
receptores Toll like 4 (TLR4) induzem a ativagdo de mediadores intracelulares, como
o fator nuclear kappa B (NFkB). Esse receptor ndo € ativado exclusivamente pelo LPS,

mas proteinas enddégenas como o grupo de alta mobilidade box-1 (HMGB1),
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classificadas como alarminas, podem ativa-lo'”-'°. Essa ativacdo induz a sintese e
liberacao de citocinas pro-inflamatorias'®'9. Sabe-se que a RC é capaz de modular a

resposta inflamatoria e promover neuroprotegdo, em modelos que utilizam LPS20-23,

Figura 1: Sinalizagdo por LPS. Fonte: Adaptado de Guerra, 2010.

1.3 Células gliais e a defesa do SNC

O SNC é composto por diferentes tipos celulares, incluindo neurénios,
astrocitos, microglia e oligodendrdcitos. Todas as células do SNC atuam em niveis
diferentes para combater processos inflamatérios, embora as células astrocitarias e
microgliais atuem de forma mais acentuada. A neuroinflamagdo manifesta-se como
astrogliose, microgliose e com o aumento de mediadores inflamatérios, como
citocinas, quimiocinas e proteinas complementares. Portanto, a literatura descreve
que a neuroinflamagédo esta ligada ao declinio das fungdes cerebrais durante o

envelhecimento®24,



A microglia € um tipo celular do sistema imune inato, que esta envolvida no
cuidado da resposta inflamatéria do SNC, ao interagir com patdgenos ocorre a
ativacdo de vias neurais e humorais para comunicagdo com os demais tecidos
cerebrais®?5. Apds o desafio imunoldgico a microglia passa a seu estado ativo,
acarretando em uma mudanga morfoldgica e funcional. A resposta de ativacéo
microglial esta associada com a fase aguda da resposta imunoldgica, diminuindo a
biodisponibilidade de ferro para limitar o metabolismo do patégeno e prevenir o
excesso de dano no SNC apos a lesdo?*2%. Um importante marcador de ativagéo da
microglia € a proteina adaptadora de ligacao de calcio ionizada 1 (IBA-1), que apés a
ativagao microglial passa a aumentar sua expressao. As células microgliais podem
ainda secretar diferentes citocinas e quimiocinas como, fator de necrose tumoral a
(TNFa), interleucina-1B (IL-1pB) e interleucina-6 (IL-6), por exemplo. A microglia recebe
e envia sinais regulatérios para outras células neurais chave na resposta
neuroinflamatoria — os astrocitos?426.27,

Os astrocitos sao as células mais abundantes do SNC e possuem um
importante papel na manutengao de suas fungdes fisioldgicas. Os astrécitos fornecem
suporte metabdlico, fatores troficos e defesas antioxidantes, como a glutationa (GSH),
realizam a homeostase hidrica e ibnica cerebral através de canais especificos como,
aquaporinas (AQP) e o canal de potassio retificador interno (Kir4.1), e realizam a
regulagdo e metabolismo de neurotransmissores, principalmente do glutamato?®.

A GSH possui grande relevancia na defesa celular contra radicais livres,
peréxidos e xenobidticos, atuando juntamente com as enzimas glutationa peroxidase
e glutationa-S-tranferase, participando também, na modulagdo de transducgédo de
sinais, regulacao da proliferagao celular e resposta imune. Visto seu papel na protegcéao
contra o estresse oxidativo, a disponibilidade de GSH na forma reduzida torna-se um
fator importante para a manutencéo celular, ou seja, quanto menor a quantia de
glutationa na célula menor a probabilidade de sobrevivéncia da mesma?”-29,

Os astrécitos realizam ainda a captagdo do glutamato excedente da fenda
sinaptica. A glutamina sintetase (GS) € uma aminotransferase amplamente distribuida
entre os organismos vivos, sendo sua atividade fundamental para a manutencgéo da
vida. No SNC, a GS atua na redugdo da concentracdo de amdnia e consequente

detoxificagao, através da conversao de glutamato em glutamina que sera captada por



neurdnios, para a nova sintese de glutamato, este processo € conhecido como ciclo
glutamato-glutamina?%-30.

Os astrdcitos participam ativamente na regulagcédo de processos inflamatorios,
assumindo seu estado reativo, sofrendo alteragdes morfologicas e funcionais, o que
aumenta a expressao de proteinas sinalizadoras como a proteina glial fibrilar acida
(GFAP) e a proteina S100B'627.31.32 Estas células expressam ainda o receptor TLR,

que reconhecem patégenos e alarminas, iniciando a resposta imunoldgica?’-33.



2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o0s astrocitos estdo envolvidos na neuroinflamacéo e
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas através da reatividade astroglial e
da disfuncao astrocitaria, e que a RC é capaz de modular o processo inflamatério
principalmente durante o envelhecimento. Entretanto, ainda ndo sao bem conhecidas
as mudancas gliais e os mecanismos reguladores. Portanto, sdo necessarios estudos

gue avaliem as mudangas neurais e os mecanismos reguladores induzidos pela RC.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Compreender o efeito da RC de 4 ou 8 semanas num modelo inflamatério
agudo induzido por LPS i.p., particularmente sobre as mudangas metabdlicas,

inflamatorias e gliais em ratos Wistar machos adultos de 90 dias.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da RC sobre parametros neuroinflamatérios, astrogliais e
microgliais (e.g. GFAP, GS, GSH, captacdo de glutamato, IBA-1) em 2 regibes
encefalicas (hipocampo e hipotalamo);

Avaliar o efeito da RC sobre peso e parametros metabdlicos periféricos (e.g.
glicemia, lipidemia);

Avaliar o efeito sobre parametros neuroinflamatérios e gliais sob estimulo
inflamatério agudo induzido com LPS i.p.;

Avaliar o efeito sobre os parametros metabdlicos periféricos sob estimulo
inflamatoério agudo induzido com LPS i.p.

10



4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados 48 ratos Wistar machos adultos de 90 dias de idade (peso:
266g — 383g), provenientes do biotério do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Desde o nascimento até a
eutanasia os animais foram mantidos em ciclo de 12h/12h claro e escuro, a
temperatura constante de 22°C £ 2° com livre acesso a agua, foi utilizada a dieta
padrao do biotério sendo livre ou restrita conforme o grupo experimental dos animais.
A manipulagéo e tratamento dos animais respeitam as recomendagdes do Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Rio Grande do Sul.

4.2 Grupos experimentais

Inicialmente os animais foram divididos em grupo Controle e RC, passado 4 ou
8 semanas conforme o grupo experimental os animais foram divididos novamente
para receber uma injecdo unica de LPS (1mg/Kg) intraperitonealmente ou veiculo
(Figura 1), conforme seu grupo experimental. Compondo entdo os seguintes grupos:
Controle, LPS, RC e RC+LPS.

LPS 1mglkg LPS 1mglkg
E2 Apés 6h E2 Apds 6h
Coleta de Amostras Coleta de Amostras

‘ 7 Dias 7 Dias | 7 Dias | 7 Dias | 7 Dias ‘ 7 Dias | 7 Dias 7 Dias
‘ Média de ‘ -10% ‘ -20% ‘ - 30% I - 30% ‘ - 30% I - 30% | - 30% | - 30% ‘

consumo

4 Semanas

8 Semanas

Figura 1: Desenho experimental.

4.3 Dieta

A dieta ad libitum é a ragao balanceada padrao (50% carboidrato, 22% proteina

e 4% lipidio) para roedores utilizada pelo Biotério de Departamento de Bioquimica da
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UFRGS. A composigcédo da dieta segue a normativa AIN-93. A racao fornecida pelo
Biotério do Departamento de Bioquimica é a NUVILAB CR 1 (Tabela 1).

A RC foi realizada em dois protocolos distintos: 4 semanas e 8 semanas. Os
animais foram pesados e alojados em caixas conforme o seu peso, 3 animais por
caixa. No periodo de uma semana foi disponibilizado diariamente 100g de ragao para
cada caixa, apos 24h a sobra de todas as caixas foi pesada, a fim de verificar o
consumo diario para realizar a média de consumo. Posteriormente, os animais foram
divididos em dois grupos: Controle e RC. O grupo Controle continuou a receber 100g
de ragao diariamente até o fim do protocolo. O grupo RC iniciou a dieta de forma
gradativa, diminuindo 10% na primeira semana, 20% na segunda semana e 30% a
partir da terceira semana até o fim do protocolo. A ingestao de alimento foi monitorada
diariamente, sempre verificando a quantidade de sobra dos grupos e disponibilizando
racao fresca nas devidas quantias. O peso dos animais foi acompanhado
semanalmente. Segundo dados da literatura, o protocolo de 30% de restricdo calérica

ndo necessita de suplementacéo de vitaminas ou minerais.2°:34.35

Composig¢ao da ragao do biotério

Composicao gramas por caloria (g/kg)

Gorduras totais 110
Oleo de girassol 5

Proteinas 220
Fibras 30

Ash Fibra bruta 60
Vitaminas 20

Carboidratos 520

Tabela 1. Composi¢ao da ragdo Nuvilab- CR1.

4.4 Inducao da inflamagao

Transcorrido 4 e 8 semanas de RC e Ad libitum conforme os grupos, foi
administrado o LPS (SIGMA L2880) 1mg/kg intraperitonealmente (i.p.) para induzir a
inflamacé&o ou tampéao fosfato de sodio (em mM) 58,44 NaCl; 137,99 NaH2PO4-H20;

177,99 Na2HPO4-2H20; pH 7,4 como veiculo, conforme o grupo experimental.36
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4.5 Eutanasia e Coleta de amostras

ApOs 6 horas da aplicagdo do LPS, os animais foram anestesiados através de
injecao intraperitoneal de cetamina (75 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). As amostras de
sangue foram obtidas por puncgao intracardiaca e os animais foram eutanasiados por
decapitagao. As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 3200 rpm.
O soro foi armazenado a -80°C até o dia da analise.* Os encéfalos foram removidos
e colocados em solugdo de tampao fosfato de sédio (em mM) 58,44 NaCl; 137,99
NaH2PO4-H20; 177,99 Na2HPO4-2H20; pH 7,4. Foram dissecados o hipocampo e o
hipotalamo, posteriormente obtidas fatias através de um equipamento de corte
(Mcllwain Tissue Chopper). Todas as amostras foram acondicionadas em freezer -80°

para posterior analise.

4.6 Captacao de Glutamato

A captagao de glutamato foi realizada segundo Feoli e colaboradores. Fatias
de hipocampo foram incubadas a 37°C em solugao salina equilibrada de Hanks
(HBSS). O ensaio foi iniciado pela adigdo de 0,1 mM de L-glutamato e 0,33 uCi/mL de
L-[2,3-3H] glutamato. A incubagéo foi parada apdés 5 min pela remogédo do meio e
lavagem das fatias trés vezes com HBSS gelado. As fatias foram homogeneizadas
em uma solugdo 0,5 M de NaOH. Apds a adicdo de liquido de cintilacdo, a
radioatividade foi medida em um contador de cintilagdo (Perkin Elmer Precisely Tri-
Carb 2800TR). Os valores foram corrigidos pelo valor de proteinas totais.30-37:38

4.7 Atividade de GS

Fatias de hipocampo e hipotalamo foram lisadas em imidazol 50mM (pH 6,8),
incubadas em tamp&o com imidazol 50 mM, glutamina 100 mM, hidroxilamina 50 mM,
arsenato de sodio 25 mM, cloreto de manganés 2 mM e ADP 022mM, por 15 minutos
a 37°C, a reacgao foi interrompida com cloreto férrico em meio acido. As amostras
foram centrifugadas por 15 minutos em 1000xg a 4°C, o produto corado foi analisada

a 540 nm.27:39
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4.8 Conteuido de GSH

As fatias foram lisadas em tampao fosfato contendo KCI (20 mM/140 mM) e,
apos, foi adicionado acido metafosférico (concentragcéo final de 4,6 mg/mL). O
homogeneizado foi entdo centrifugado 1000 x g por 10 minutos. As amostras e 0s
pontos da curva foram pipetados em microplaca de 96 pocos, contendo tampao GSH
(fosfato de s6dio monobasico 0,1 M e EDTA 0,005 M). Apds, a placa foi incubada com
OPT a 1 mg/mL, diluido em metanol por 15 minutos a temperatura ambiente. A
fluorescéncia foi medida utilizando comprimentos de onda de excitagao e emissao de

350 nm e 420 nm, respectivamente.30-40

4.9 Conteudo sérico

As analises bioquimicas do conteudo sérico foram realizadas através de kit
comercial da Bioclin, conforme instrugcdes do fabricante. Foram realizados testes de
acido urico (K139-1), albumina (K040-1), creatinina (K067-1), colesterol (K083-2),
glicose (K082-3), triglicerideos (K117-1) e ureia (K056-1).

4.10 ELISA de TNFa e IL-6

Utilizamos kit comercial da PeProtech para avaliagdo do conteudo de IL-6 (900-
M86) no soro e TNFa (900-M54) no hipocampo e hipotalamo dos animais, atraves da
técnica de ELISA, a técnica foi realizada conforme instrugdes do fabricante.*’

4.11 Western Blotting

Quantidades iguais (20 pg) de proteinas de cada amostra foram fervidas em
tampao [0,0625 M Tris-HCI pH 6,8, 2% (w / v) SDS, 5% (w / v) B-mercaptoetanol, 10%
(v /v) glicerol, 0,002% (w / v) de azul de bromofenol] e separados por SDSPAGE em
gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida a 14%, e eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas por 2 horas a4 ° C
com albumina bovina padrao - BSA (alamar tecno-cientifica LTDA, ref.1870) 5% em

solugao salina tamponada com Tris e com Tween 20 (TTBS), foram feitas 3 lavagens
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de 5 minutos com TTBS, posteriormente as membranas foram incubadas com
anticorpo anti-IBA-1 (diluido 1:2000 em TTBS e 1% de BSA, Merck Milipore,
Darmstadt, Alemanha; Cod.: MABN92) ou com anti-GFAP (diluido 1:2000 em TTBS e
1% de BSA, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha; Cod.: G9269) por 4h a 4°C. Foram
realizadas lavagens com TTBS, e as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase de rabano (HRP) anti-coelho ou anti-
camundongo (diluidos 1:10000) por 2h a temperatura ambiente. As bandas
quimioluminescentes foram detectadas por Fotodorevelador (Image Quant LAS400 da
GE) a densidade ética foi quantificada utilizando Imaged. Os resultados foram

expressos em porcentagens do grupo Controle.?430.42

4.12 Quantificagao De Proteinas

O conteudo total de proteinas foi determinado através do método de Lowry,

modificado por Peterson, utilizando BSA como padrio.243

4.13 Analise estatistica

Os dados foram demonstrados como média * erro padrao, e foram analisados
através de ANOVA de duas vias para os resultados de massa corporal, e ANOVA de
uma via para os demais resultados. Os valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Todas as analises foram realizadas através do software GraphPad
Prism, verséo 8.0.2 (San Diego, California USA).
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6 DISCUSSAO

Os beneficios da RC sao bem estabelecidos em todas as espécies avaliadas
até o momento (leveduras, lombrigas, roedores, macacos e humanos), principalmente
no que diz respeito a processos dependentes do envelhecimento e
longevidade®21.2944,

Um efeito interessante da longevidade foi observado por estudos realizados em
leveduras, através da indug&o do gene regulador de informagéo silenciosa (Sir2) que
codifica a estona desacetilase dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD*). Estudos de protedmica demonstraram que a Sir2 pertence a classe das
sirtuinas (Sirt), em mamiferos existem sete genes de Sirt, sendo a Sirt1 muito similar
a Sir28. A RC aumenta a expressdo de Sirt1 e parece mediar a atividade de
importantes reguladores do metabolismo, como fator de transcricdo “forkhead” 1
(FOXO1), receptor ativado por proliferadores de peroxissomo a (PPARa), receptor
ativado por proliferadores de peroxissomo y (PPARY), coativador-1 alfa do receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a)84%. A Sirt1 desacetila e
ativa a PGC-1q, que interage com a FOXO1, induzindo ativacao de gliconeogénese
no figado, ja no tecido muscular ativa PGC-1q, levando a biogénese mitocondrial,
elevando a oxidacdo de acidos graxos. No tecido adiposo branco, a Sirt1 anula a
atividade transcricional do PPARy, aumentando a mobilizacdo de gordura e
diminuindo a adipogénese, causando consequente perda de massa corporal?%4546,
Em nosso estudo, os animais submetidos a RC tiveram uma reducdo na massa
corporal em ambos os protocolos de dieta, corroborando com os dados existentes na
literatura. Apods trés semanas de RC, observamos uma estabilizacido da perda de
massa e aumento da mesma, indicando que a dieta proporciona uma reprogramacao
metabolica, este padrdo também foi observado em trabalhos de corte?°47-50, Além
disso, os animais submetidos a RC n&o estdo desnutridos, pois ndo houveram
diferengas nos parametros séricos de albumina (dados nao mostrados) entre o grupo
controle e RC.

O tecido adiposo € um reservatorio energético regulado por nervos, horménios,
nutrientes, mecanismos autdcrinos e paracrinos, e considerado um importante 6rgao
endécrino com fungbes reguladoras no balango energético e outras fungdes

neuroenddcrinas*®47:51.52 O tecido adiposo secreta uma variedade de adipocinas que
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regulam diferentes processos orgéanicos. Estas adipocinas desencadeiam ag¢des pro-
inflamatdrias e antiinflamatodrias, atuando de forma autdcrina, paracrina e/ou
enddcrina, estando envolvidas com diferentes doengas como o diabetes e a sindrome
metabdlica*’5'-53, As fungbes fisioldgicas das adipocinas sdo muito variadas,
englobando diferentes proteinas relacionadas ao sistema imune, como as citocinas
TNFa e IL-6, fator de crescimento transformador B (TGFB) e proteinas da via
complemento como a adipsina. Portanto, podemos inferir que alteracbes nos
adipdcitos podem alterar a regulagcao hormonal destes tecidos, como liberar maiores
concentragdes de adiponectina e menor concentracao de TNFa e IL-6, o que melhora
a sensibilidade a insulina em diferentes tecidos®84147.54  Evidenciamos que os
protocolos de RC utilizados neste trabalho apresentam um efeito de protegao parcial
na periferia apds entrar em contato com insulto inflamatério por LPS, possivelmente
através dos mecanismos de regulagdo enddcrinos exercidos pelos adipécitos e a
consequente diminuigao de seu estoque de gordura devido a dieta restritiva.

O TNFa e a IL-6 sao citocinas do sistema imune, e possuem acgao direta no
tecido adiposo, sendo capazes de regular o acumulo de gordura e alterando
processos dependentes de insulina, como a homeostase glicémica e o metabolismo
de lipideos, bloqueando a lipogénese, através da inibicado da expresséo da lipase de
lipoproteina (LLP), GLUT-4 e da acetilCoA sintetase, consequentemente aumentando
a lipolise84146-4855  Demonstramos que o insulto inflamatério agudo altera
consideravelmente os parametros séricos, aumentando os niveis glicémicos e
diminuindo os triglicerideos. Curiosamente ha uma flutuag&o nos niveis de colesterol,
pois ocorre um aumento nos animais submetidos a protocolo de 4 semanas de RC e
posterior inflamagdo aguda, enquanto os animais submetidos a protocolo de 8
semanas de RC nao apresentam alteragcdes nos niveis de colesterol, estas alteragdes
podem ser explicadas pelo aumento dos niveis séricos de IL-6 que realiza processos
dependentes insulina, neste estudo ndo avaliamos a acao do TNFa periférico. Nossos
achados sobre as alteragdes na mobilizagdo de aminoacidos podem estar
relacionados ao efeito antioxidante realizado pela urea, ou ainda associados ao fato
de ocorrer um possivel sequestro destas moléculas para que ocorra a modulagao
inflamatdria decorrente do insulto com LPS, havendo uma maior ativagéo do ciclo da

ureia®®. Assim sendo, observamos que os niveis séricos de acido Urico e ureia estao
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aumentados nos animais que foram submetidos ao LPS, porém nao observamos
diferenca nos niveis de creatinina.

Diferentes vias de sinalizagdo metabdlica e celular envolvidas nas alteragdes
que a RC apresenta para a saide central e periférica foram investigados'-35-%°_ No
entanto, apesar das evidencias experimentais apontarem que a RC oferece prote¢ao
contra a perda neuronal relacionada a idade e doengas neurodegenerativas, pouco se
sabe sobre os efeitos da RC na neuroinflamagdo. Todas as células SNC participam
em algum grau para combater processos neuroinflamatorios, porém os astrocitos e a
microglia atuam de forma mais acentuada6.27:31.60,

O envelhecimento é caracterizado por uma perda progressiva de varias fungbes
e aumento da suscetibilidade a varios disturbios relacionados com a idade. Mesmo
pessoas idosas saudaveis costumam experimentar um declinio em fungdes
fisiolégicas, incluindo metabolismo, regulagdo hormonal, ritmo circadiano, reprodugao
e cognigcao°61.62 Curiosamente, a maioria das fungdes fisioldgicas que diminuem com
o envelhecimento sdo amplamente geridas pelo hipotalamo, uma regido do cérebro
que regula diversos processos fisiologicos, incluindo sono, ritmo circadiano,
temperatura corporal, pressao arterial, sede e apetite2563, Além disso, o hipotalamo
conecta o cérebro e o corpo para que as informagdes ambientais sejam transmitidas.
Portanto, o hipotalamo € um importante regulador do processo de envelhecimento de
todo o corpo®2560 O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal é ativado em episddios de
inflamacéao, sendo crucial para respostas a diferentes estimulos. A fim de investigar o
processo inflamatério no hipotalamo, avaliamos os niveis de TNFa e as proteinas
GFAP e IBA-1 para verificar quais células gliais sdo mais afetadas pela RC em
protocolos de 4 ou 8 semanas de dieta. Observamos um aumento de GFAP no grupo
exposto a protocolo de 8 semanas de RC e insulto por LPS, demonstrando que os
astrocitos sao favorecidos no hipotalamo destes animais, curiosamente, ndo foram
observados aumentos nos niveis de TNFa, sugerindo que esta regido encefalica
esteja envolvida em outros processos de regulagdo durante uma inflamagao aguda.

Outra estrutura encefalica fortemente afetada pelo envelhecimento, é o
hipocampo, devido seu envolvimento no declinio cognitivo e aprendizagem, esta
estrutura é fortemente influenciada pela inflamacdo e quaisquer alteracbes
bioldgicas*'%465 Nossos dados evidenciam que em 4 semanas de RC com posterior

insulto por LPS, a microglia é favorecida no hipocampo, visto o aumento nos niveis de
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IBA-1 que ocorrem nesta estrutura, contudo, o mesmo nao ocorre em 8 semanas de
RC. Observamos também, que os niveis da citocina inflamatéria TNFa sao
aumentados no hipocampo apés insulto inflamatério, com protecao total ou parcial da
dieta. Nossos dados corroboram com estudos anteriores do grupo, que demonstraram
a capacidade da RC em modular fungdes gliais importantes em ratos Wistar
machos4’29'66'67.

Ao decorrer dos anos diferentes mecanismos foram propostos para elucidar os
beneficios da RC, mas dois s&o mais aceitos pela comunidade académica. Em 1928,
Pearl propds que longevidade em mamiferos esta inversamente relacionada as taxas
metabdlicas por unidade de massa de tecido, ou seja, taxa de vida. Algumas décadas
posteriores, em 1956, Harman sugeriu que as alteragbes provenientes do
envelhecimento estao ligadas a producdo de ERO, estes subprodutos da fosforilagéo
oxidativa nas mitocdndrias danificam o acido desoxirribonucleico (ADN), lipideos e
proteinas, prejudicando o funcionamento celular e acarretando no envelhecimento
biolégico acelerado? 546869,

Espécies reativas de oxigénio sdo formadas pela respiragdo celular, as
principais espécies reativas de oxigénio sdo o anion superoxido (O2-), o perdxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (OH-), estas moléculas s&o extremamente
reativas, e acabam por oxidar moléculas que estejam proximas, como lipideos,
proteinas ou acidos nucleicos. Outro fato interessante é que as ERO sao capazes de
ativar a translocacéao de NFkB ao nucleo, acarretando na transcri¢gao de proteinas pro-
inflamatdrias como o TNF-a e interleucinas 1, 2 e 6587071, A GSH é uma molécula
chave na defesa celular contra radicais livres, peroxidos e xenobidticos, atuando
juntamente com as enzimas glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase,
participa também na modulagédo de transducgéo de sinais, regulagéo da proliferagao
celular e resposta imune. Visto seu papel na protegcado contra o estresse oxidativo, a
disponibilidade de GSH na forma reduzida torna-se um fator importante para a
manutengao celular, ou seja, quanto menor a quantia de glutationa na célula menor a
probabilidade de sobrevivéncia da mesma?’/%7273, Nossos dados evidenciam a
diminui¢cdo nos niveis de GSH no hipotalamo apds insulto com LPS, e uma protecao
total nos animais submetidos a protocolo de 8 semanas de RC, no entanto, ndo
observamos o mesmo padrdao em protocolo de 4 semanas. Curiosamente,

observamos que ocorre o aumento de GSH no hipocampo dos animais que realizaram
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o protocolo de RC de menor periodo, e um retorno destes niveis no grupo RC+LPS.
Esta flutuacdo no efeito antioxidante astrocitario merece um estudo mais minucioso
sobre quais mecanismos a RC e o LPS estdo envolvidos em diferentes regides
encefalicas, além de diferentes protocolos experimentais de dieta e idade.

O aumento na concentragdo de glutamato durante a neurotransmissao (~
100uM a 1mM) e a deficiéncia astrocitaria em remover este excesso leva a danos
excitotdxicos e até morte neuronal. Os astrécitos sao responsaveis pela remogao do
excesso de glutamato da fenda sinaptica durante a neurotransmisséo, a fim de manter
sua concentragao baixa em periodos de repouso (1-10uM), devido a alta quantidade
de transportadores de glutamato?2°66. Nossos dados apontam o aumento na captagao
de glutamato hipocampal na resposta inflamatoria de animais submetidos a 8
semanas de RC, indicando modulacdo na atividade e/ou numero de seus
transportadores, porém nado houve o aumento na atividade de GS, indicando uma
possivel sobrecarga astrocitaria. No entanto, dados anteriores de nosso grupo
demonstram aumento da captagao de glutamato e da atividade de GS em protocolos
de 12 semanas de RC, utilizando ratos Wistar machos de 60 dias. Nao podemos
afirmar ao certo por qual motivo ocorrem estas variacbes nos resultados, mas
possivelmente isto esteja relacionado a idade dos animais e tempo de dietas

utilizados29:66,

7 CONCLUSAO

Demonstramos neste estudo que a RC melhora parametros relacionados a
inflamacdo e envelhecimento em diferentes estruturas, atenuando o estado
homeostatico. No entanto, existem limitagdes no desenho deste estudo: os animais
utilizados eram adultos e saudaveis; a dieta foi administrada por 4 e 8 semanas para
investigar os efeitos em curtos prazos de RC. Portanto, torna-se indispensavel a
avaliagao de estudos mais aprofundados sobre os efeitos da RC em diferentes idades
e diferentes periodos de dieta, devido aos diferentes padrées encontrados sobre seus
efeitos tanto no SNC como na periferia. Destacamos ainda a importancia de verificar
a influéncia do LPS em diferentes concentragdes e periodos de tempo, pois neste
estudo vislumbramos apenas seus efeitos agudos em protocolos de curto e médio

periodo de tempo de RC.
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Figura 9: Resumo dos dados.

8 PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos da RC em astrécitos através dos niveis de S100B no
hipocampo e hipotalamo dos animais.

Avaliar os parametros hormonais de leptina e adiponectina, devido seu
envolvimento com a saciedade e apetite.

Avaliar os niveis do Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e seu perfil
neuroprotetor em células gliais.

Analisar os papéis de vias de sinalizacao associadas ao metabolismo e
envelhecimento como a GSK3[3 e a SIRT1 em parametros gliais.

Analisar os efeitos eletrofisiologicos em fatias de hipocampais e de hipotalamo

dos animais submetidos a RC e posterior insulto por LPS.
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