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RESUMO

Uma dieta rica em gorduras provoca inflamacao no hipotdlamo, principalmente nos neuronios
que controlam a saciedade e termogénese. Além disso, a ativagdo de apoptose via TLR4 (toll
like receptor 4) também foi observada. A morte neuronal é um processo que envolve a
ativacdo da glia e liberacdo de citocinas. A microglia tem a fun¢do imune no tecido nervoso,
mas os astrécitos, o componente mais abundante das células gliais, estd mais envolvido com a
plasticidade sindptica e respostas cronicas do Sistema Nervoso Central. Além disso, essas
células, no hipotilamo, que é o centro controlador do metabolismo energético, tém
caracteristicas especificas, apresentando receptores para dcidos graxos, glicose e leptina.
Neste contexto, investigamos a reac¢do dos astrdécitos apds o tratamento com acidos graxos em
culturas de astrécitos hipotalamicos e corticais. Para tanto, foi feita a dissociacdo do cortex e
hipotdlamo de camundongos Swiss (1-2 dias) e os astrdcitos foram plaqueados para os
experimentos. Essas culturas foram tratadas com doses diferentes de estereato (100uM,
200uM e 2mM) e palmitato (200uM, 500uM e SmM) durante uma semana. Foi realizada a
imunocitoquimica com o anticorpo anti-GFAP (avalia a reatividade dos astrdcitos) e anti-
NFKB (fator de transcri¢do que participa da via de ativacdo TLR-4) e a dosagem de TNF-a
por ELISA. O meio na dose de 200uM foi recolhido apds 3 dias de contato com astrdcitos
tratados com estereato ou palmitato, para a obtencdo de meio condicionado, o qual foi
estocado para tratamento de culturas de neurdnios. Foram utilizadas culturas de neur6nios
hipotalamicos (linhagem CLU189) para o tratamento, por 3 ou 6 dias, com o meio
condicionado, e posteriormente, nessas culturas, foi realizada a imunocitoquimica com o0s
anticorpos anti-caspase3 (avalia morte celular por apoptose) e anti-ki-67 (marcador de célula
em proliferacdo). As imunomarcacdes foram quantificadas e tratadas estatisticamente para
comparacao dos grupos experimentais e controles. Os resultados mostraram que o tratamento
com estereato intensifica a expressdo de GFAP e NFKB somente em astrécitos do hipotdlamo.
O TNF-a estava aumentado no meio condicionado usado no tratamento de células do
hipotdlamo, mas esse aumento ndo interferiu na apoptose nas culturas de CLU189 nos 3
primeiros dias para os meios condicionados, e no 6° dia, em relacdo ao meio condicionado
somente em astrocitos. Mostrando certa prote¢do fornecida por substancias produzidas pelos
astrocitos hipotalamicos. Ainda, nossos dados também mostraram que os neurdnios

respondem, sem mediagao de outro tipo de célula, ao tratamento com dcido graxo.

Palavras-chave: Astrécitos. Obesidade. Acido graxo.



ABSTRACT

A fatty high diet causes inflammation in the hypothalamus, mainly in the neurons that control
satiety and thermogenesis. Moreover, activation of apoptosis via TLR4 (toll like receptor 4) is
observed in conjunction with inflammatory condition. The neuronal death is a process that
involves the release of cytokines and glial activation. The microglia have immune function in
nervous tissue, but the astrocytes, the main component of glia, is more involved in synaptic
plasticity and chronic responses of the Central Nervous System. Moreover, these cells in the
hypothalamus, which is the center of energy metabolism control, have specific characteristics,
with receptors for fatty acids, glucose and leptin. In this context, we investigated the response
of astrocytes after in vitro treatment with fatty acids on cortical and hypothalamic astrocytes.
To that end, we made the dissociation of the cortex and hypothalamus of Swiss mice (1-2
days) and the cells were plated for procedures. Treatments were performed with different
doses of stearate (100uM, 200uM and 2mM) and palmitate (200uM, 500uM and SmM) for
one week. Immunocytochemistry was performed with anti-GFAP (evaluates the astroglial
reactivity) and anti-NFKB (transcription factor that participates in the TLR-4 pathway) and
TNF-a dosage by ELISA. Dosage of 200uM medium were reserved after 3 days of contact
with astrocytes that were treated with palmitate or stearate, for obtaining conditioned
medium that were stocked for neurons culture treatment. Cultures of hypothalamic neurons
(lineage CLU189) were treated for 3 or 6 days with conditioned medium, in sequence, in this
cultures, were performed immunocytochemistry with caspase3 (apoptosis marker) and anti-
Ki-67 (cell proliferation marker). The immunostaining was quantified and statistically treated
for comparison of experimental and control groups. The results showed that treatment with
stearate enhances the expression of GFAP and NFKB only in astrocytes from the
hypothalamus. The TNF-oa was upregulated in conditionated medium used for treatment of
hypothalamic cells, however this augment did not interfere with apoptosis rate in CLU 189
cultures in first three days of contact with conditionated medium and, in the sixth day, in
comparison to conditioned control medium only in astrocytes. Such results showed the
protection provided for substances had released by reactived astrocytes from hypothalamus.
Also, our results showed that neurons could respond to fatty acid without other cell

intervention.

Key-words: Astrocytes. Obesity. Fatty acid.
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1. INTRODUCAO
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A obesidade € hoje um grave problema de satde publica mundial, pois, mais de meio
bilhdo de pessoas acima de 20 anos sd@o obesos, quase o dobro quando se comparado com o
periodo de 25 anos atrds. Em todo mundo, pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrem a cada
ano como resultado do excesso de peso ou obesidade e, cerca de 35,8 milhdes dos problemas
de saide que levam a perda dos anos potenciais de vida, devido a morte prematura e dos anos
de vida produtiva perdida devido a deficiéncia, sdo atribuidos a obesidade (OMS, 2008). Uma
pesquisa recente realizada pelo IBGE que analisou em 2008 e 2009 o consumo alimentar
pessoal no Brasil mostrou excessivo consumo de agicar por 61% da populagdo e excessivo
consumo de gordura saturada (maior do que 7% do consumo de energia) para 82% da
populacdo. As dietas ricas em calorias sdo a principal causa de obesidade, porém, nem todos
os individuos expostos as dietas altamente caldricas se tornam obesos. A principal razdo para
esse fendtipo protetor é a capacidade intrinseca de manutencdo da homeostase energética
corporal, pelo fino controle entre a quantidade de energia que ingerimos € que gastamos.
Dessa forma, estudos epidemioldégicos mostram que populacdes que consomem
preferencialmente dietas com alto teor de gordura sdo especialmente propensas ao ganho de
massa corporal (Ogden et al., 2007). Tal fato estimulou pesquisadores a investigarem 0s
mecanismos que relacionam o consumo de dietas hiperlipidicas ao desenvolvimento de um
balanco inadequado entre consumo e gasto energético.

O acoplamento entre o status energético corporal e os mecanismos que regulam fome,
saciedade e termogénese ¢ mantido por uma regido especifica do Sistema Nervoso Central
(SNC), o hipotalamo (Carlos, 2006). Neurdnios hipotalamicos especializados conectam essas
informacdes através da sinalizacdo central de leptina e insulina, dois dos principais hormonios
reguladores da homeostase energética corporal. Duas populacdes diferentes de neurénios do
nucleo arqueado do hipotdlamo (neur6nios de primeira ordem) agem como sensores de
estoque energético no corpo e coordenam uma segunda rede neuronal (neurdnios de segunda
ordem) localizada nos nucleos lateral e paraventricular do hipotdlamo que, por sua vez,
controlam o balanco entre fome e saciedade, e pro- e anti-termogénese (Schwartz et al., 2000;
Velloso, 2009). Os primeiros neurdnios sdo capazes de detectar mudancas séricas subitas ou
cronicas dos niveis hormonais de leptina e insulina e, como resposta, expressam peptideos
estimuladores da fome e por isso denominados orexigénicos (neuropeptideo Y, NPY e,
proteina relacionada ao agouti, AgRP) ou expressam peptideos inibidores da fome
denominados anorexigénicos (proopiomelanocortina, POMC, e transcrito regulado por

cocaina e anfetamina, CART) (Schwartz et al., 2000 Velloso, 2009).
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Os neur6nios de segunda ordem do hipotdlamo lateral sintetizam predominantemente
um neurotransmissor orexigénico e anti-termogénico (horménio concentrador de melanina,
MCH), enquanto os neurdnios do nucleo paraventricular produzem os neurotransmissores
anorexigénico (hormonio liberador de tireotrofina, TRH) e pro-termogénico (hormonio
liberador de corticotrofina, CRH). Durante o jejum, predomina a sinaliza¢do que induz a fome
pelo estimulo da expressdao de NPY e AgRP e inibi¢do da producio de POMC e CART, o
contrario ocorre no estado alimentado que sinaliza para o aumento da saciedade e
termogénese. Esta resposta coordenada é simultaneamente dependente da disponibilidade de
nutrientes, dos niveis de leptina e insulina, ¢ de hormdnios intestinais como colecistoquinina
(CCK), peptideo andlogo ao glucagon (GLP-1) e peptideo insulinotrépico glicose-dependente
(GIP) (Badman e Flier, 2005).

O presente trabalho € relevante por ter como foco a obesidade, que é um grave
problema de saude puiblica mundial com taxas crescentes. Diante da complexidade celular do
SNC e de suas relacdes intercelulares, nossa proposta foi estudar a influéncia dos astrécitos, o
constituinte da glia mais presente no SNC, sobre o processo de inflamagdo e desordem do
controle da fome e da saciedade que € observado no hipotdlamo diante ao excesso de gordura

na alimentacdo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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Estudos recentes mostram que dietas hiperlipidicas promovem uma resposta
inflamatéria no hipotdlamo comprometendo os circuitos neuronais que mantém o controle
homeostatico das reservas corporais de energia, favorecendo assim o ganho de massa adiposa
(Velloso, 2009). O consumo de dieta hiperlipidica induz a expressio de genes pro-
inflamatérios no SNC que, via JNK (c-Jun-N-terminal quinase) e NFxB (Fator Nuclear kB),
levam a transcri¢ao génica de citocinas e aumento local de TNF-a (Fator de Necrose Tumoral
a), IL-1B (Interleucina 1), IL-6 (Interleucina 6) e IFN-y (Interferon gama) que sustentam o
processo inflamatério no hipotadlamo (Milanski et al., 2009).

Esses sinais inflamatérios culminam em alteracdes nas vias metabdlicas de sinalizacao
intracelular, como o fator de transcri¢do 3 (STAT3), o supressor de sinalizagdo de citocina
(SOCS3) e a proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), que, em conjunto, diminuem a
responsividade do hipotdlamo a leptina e insulina, levando a um quadro de resisténcia a tais
hormonios que, progressivamente, acarretam na perda do controle entre ingestdo de alimentos
e termogénese, contribuindo para um balanco energético positivo (De Souza et al., 2005;
Munzberg e Myers, 2005). Embora a resisténcia central a leptina e a insulina nao seja
totalmente compreendida, um dos mecanismos patoldgicos de resisténcia a leptina deriva da
deficiéncia da funcdo do reticulo endoplasmadtico, um processo conhecido como estresse de
reticulo (Morentin e Lopez, 2010).

O mecanismo pelo qual o consumo de dietas hiperlipidicas ativa o processo
inflamatério hipotalamico tem sido extensivamente estudado. Milanski e colaboradores
(2009) identificaram uma ativag@o via receptores da familia toll-like, especialmente o TLR4
(receptor tipo toll 4). Nesse contexto, dcidos graxos de cadeia longa ativam TLR4 e induzem
estresse de reticulo endoplasmatico nos neurdnios anorexigénicos hipotalamicos do nicleo
arqueado, que vao precipitar o processo inflamatério, estabelecendo o elo entre a ingestdo de
alto teor de 4cidos graxos e disfuncdo hipotalamica na obesidade.

Existem pontos de crosstalk (interacdo) entre as vias moleculares do processo
inflamatério e da apoptose que permeiam entre os sinais induzidos pelos receptores toll-like e
receptores da familia TNF (Siegel et al., 2003). Dessa forma, o processo inflamatério
hipotalamico levaria a apoptose de neur6nios de niicleos envolvidos com a regulaciao da fome,
saciedade e termogénese (Figura 1). Isso foi confirmado em um estudo recente que mostra
que o consumo prolongado de dieta hiperlipidica induz uma resposta pré-apoptética
preferencialmente em neurdnios anorexigénicos. Com a morte neuronal ocorre reducdo da

densidade de sinapses nos nucleos arqueado e lateral do hipotilamo, um efeito que é
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dependente da composicdo da dieta (dcidos graxos de cadeia longa) e ndo da ingestdo caldrica

(Moraes et al., 2009).
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Fonte: Moraes et al., 2009
(doi:10.1371/journal.pone.0005045.g002)

LH
TUNEL positive cells (%)

Figura 1: Técnica TUNEL para identificagio de apoptose, realizada em cortes de hipotdlamo de animais
controle (CT) e alimentados com dieta hiperlipidica (HF). Em A sdo mostradas sec¢des da regido do niicleo
arqueado (Arc) e lateral (LH). As setas apontam neur6nios marcados em amarelo, representando células
positivas para apoptose. O grifico em B quantifica as células apoptdticas, mostrando grande diferenga entre a
quantidade de neurdnios comprometidos no hipotdlamo de animais HF (com dieta rica em gordura). Escala = 20
pm. [*] p<0,05.

A morte neuronal no SNC é um evento multicelular e, portanto, envolvido com os
constituintes da glia, principalmente microglia e os astrécitos. A primeira tem fungdo
conhecida como parte do Sistema Fagocitdrio Mononuclear e participa ativamente do
processo inflamatério e de defesa do tecido, liberando citocinas e interleucinas (Streit e
Kreutzberg, 1988). No SNC, a microglia é fonte primdria de producdo de TNF-a e IFN-y, o
que apresenta implicagcdes no desenvolvimento da neurotoxicidade e da apoptose (Kraft et al.,
2009). Uma vez que a inflamagdo hipotaldmica observada na obesidade € decorrente de uma
ingestdo cronica de dcidos graxos, as células microgliais tendem a diminuir suas respostas
com a progressao do tempo, enquanto os astrécitos assumem papéis importantes tanto na
inflamagdo quanto no processo de plasticidade sindptica (Aldskogius et al., 1999; Dong e
Benveniste, 2001; Zanon e Oliveira, 2000).

Ao contrdrio do proposto no passado, os astrécitos desempenham um papel ativo no

SNC. Atuam, por exemplo, na formacdo e manutencdo da barreira hematoencefélica, tem
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envolvimento na homeostase de {fons e manutengdo do pH, no transporte de
neurotransmissores, na producdo de matriz extracelular e na neuromodulagao (Ribotta et al.,
2004; Sofroniew, 2005). Adicionalmente, t€ém relacio com os processos de manutencdo e
eliminacdo sindptica (Aldskogius er al., 1999; Ullian et al., 2001). Além disso, apés uma
lesdo tecidual, seja por trauma ou doenca, os astrdcitos tornam-se reativos (astrogliose ou
astrogliose reativa). A astrogliose € caracterizada principalmente por hipertrofia das projecdes
astrocitdrias e pelo aumento da expressdao de proteinas do citoesqueleto conhecidas como
filamentos intermedidrios, compostos por nestina, vimentina e proteina 4cida fibrilar glial
(GFAP) (Pekny et al., 2007).

Na auséncia de lesdo, a expressdo de citocinas e quimiocinas pelos astrocitos é
limitada, porém, frente a doencas como Parkinson, Alzheimer, Esclerose Multipla e traumas,
ocorre uma hiperproducdo de citocinas e quimiocinas como as interleucinas-1, 6, 8 e 10, IFN-
B, IFN-y, TNF-a e TGF-B (Dong e Benveniste, 2001; Piehl e Lidman, 2001; Nakagawa et al.,
2005) que se correlacionam com morte celular e neurodegeneracio (Chao et al., 1996; Kim et
al., 2002; Bermel e Rudick, 2007).

Os astrocitos sdo morfologicamente mais complexos do que se pensava.
Interessantemente, suas caracteristicas dependem da drea do SNC a qual pertencem (Freeman,
2000). Sendo assim, cabe o questionamento sobre as particularidades dessas células
localizadas nos nucleos hipotalamicos envolvidos nas interagdes bioquimicas do metabolismo
energético. Nesse sentido, dados recentes mostram a participagdo dos astrécitos no
fornecimento de energia, quebrando glicogénio em lactato e transportando esse lactato para
neurdnios, protegendo-os da privagdo de glicose (Young, 2002). Ainda, os astrocitos do
nucleo arqueado apresentam o transportador GLUT?2, transportador de glicose, e dessa forma,
podem estar envolvidos na mediacdo das respostas do hipotdlamo a glicose (Young, 2002;
Guillod-Maximin et al., 2004).

Os astrécitos apresentam uma proteina ligante de dcidos graxos (bFABP) que regula a
sintese de acidos graxos e € particularmente expressa no hipotdlamo (Kurtz et al. 1994;
Young et al. 1996; Mukhopadhyay e Mukherjea, 1998). Esses astrdcitos, ainda, se mostram
imunoreativos para uma proteina ligante de acetil-CoA, cuja fun¢do € o transporte de lipideos,
expressa principalmente por células do nicleo arqueado (Chen et al. 2011). Dessa forma, €
plausivel que essas células também sejam influenciadas pelo excesso de acido graxo na
inflamacao hipotalamica.

Em relacdo a leptina, Young (2002) observou que os astrdcitos estdo intimamente

relacionados com neur6nios hipotalamicos que respondem a leptina e controlam a sintese de
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neuropeptidios anorexigé€nicos e pro-termogénicos. E, segundo Pan et al. (2008) e Hsuchou et
al. (2009), astrécitos expressam receptor de leptina (ObR), um receptor transmembrana que
interage com Janus quinase (JAK-2), com o fator de transducdo e transcricio STAT-3 e
MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos). Além disso, de acordo com os mesmos
autores, os astrocitos que constituem a barreira hematoencefalica participam do transporte de
leptina para dentro do SNC. Tendo em vista que a dieta hiperlipidica aumenta a massa
corporal, aumenta os niveis de leptina no sangue e induz resisténcia a leptina, que € observada
por falhas na sinalizacdo via STAT-3 em neur6nios que expressam ObR, os autores sugerem
que esses pontos podem indicar o envolvimento dos astrocitos ObR positivos no mecanismo
gerador da resisténcia ao hormonio leptina. O aumento de STAT-3 leva ao aumento de SOCS-
3 (supressor de sinalizacdo de citocina- 3), esta € capaz de inibir a sinalizac¢do via receptor de

leptina através da desfosforilacdo de Jak2 (Figura 2).
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Physiol Rev 91: 389411, 2011; doi:10.1152/physrev.00007.2010.

Figura 2: Sinalizagdo do receptor de Leptina. Na sinalizacdo normal do receptor Leptina, a ligagdo da leptina em
seu receptor ativa a Janus quinase-2 (Jak2) resultando em fosforilacdo de residuos de tirosina. A fosforilacdo
destes residuos recruta SHP-2, levando a ativacdo da ERK que ativa STATS (fator de transcri¢do 5) e STAT3
(fator de transcricdo 3). A ativacdo da STAT3 leva ao aumento da expressao SOCS-3 (supressor de sinalizacdo
de citocina 3), que atua como um inibidor do feedback negativo da sinalizacdo de leptina. Quando hé inflamacio
hipotaldmica ocorre o aumento da expressdo de SOCS-3. Paralelamente, hd um aumento da proteina tirosina
fosfatase (PTP) 1B que também é capaz de inibir a sinalizagdo via receptor de leptina através da desfosforilagdo
de Jak2.
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O TNF-a tem recebido destaque na questdo da resisténcia central a leptina, insulina e
neuroinflamagdo. A utiliza¢dao de anticorpo que bloqueia a acdo desta citocina provoca perda
de peso corporal e aumento da termogénese (Romanatto et al., 2009). Niveis ligeiramente
elevados de TNF-o no hipotdlamo, devido a um processo inflamatério leve, induzem a
resisténcia local aos hormonios insulina e leptina modulando, dessa forma, os
neurotransmissores liberados para o controle da fome-saciedade (Romanatto et al., 2007;
Arruda et al., 2011).

O intuito de mostrarmos a diversidade de atuac@o dos astrécitos € refor¢ar nosso
questionamento sobre o papel dessas células nos processos de inflamacdo e apoptose no
hipotdlamo decorrente da ingestdo de dietas hiperlipidicas. Sendo esses eventos
multicelulares, tempo-dependentes e regulados por uma variedade de mecanismos
moleculares extra e intracelulares, definir acdes e papéis especificos dos astrdcitos reativos,
tanto na sua complexidade como na sua dindmica temporal, representa um desafio
substancial, e é nesse sentido, que procuramos contribuir para um melhor entendimento da

obesidade enquanto doenga e sempre tendo como objetivo futuro novas formas de tratamento

e prevengdo.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral:

Analisar a resposta de neuroénios do hipotdlamo aos astrécitos tratados com dcidos graxos

saturados de cadeia longa.

3.2 Objetivos especificos:

A. Estudar as respostas de astrécitos em relacdo a reatividade e producdo de TNF-a frente a
adicdo de 4acidos graxos de cadeia longa e analisar diferencas entre astrdcitos corticais e

hipotalamicos.

B. Quantificar e analisar os efeitos do meio condicionado de culturas purificadas de astrécitos
tratados com 4cidos graxos saturados de cadeia longa em cultura de neurdnios hipotalamicos

quanto a morte celular.

C. Quantificar e analisar a proliferacdo celular de culturas de neur6nios hipotalamicos apds
adi¢do de meio de cultura condicionado obtido em culturas purificadas de astrocitos tratados

com &cidos graxos de cadeia longa e comparar com culturas controles.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 Animais

Foram utilizados neonatos da linhagem Swiss (primeiro ou segundo dia pds-natal,
ambos 0s sexos) para a cultura primdria de astrécitos. Todos os experimentos com utilizagdao
de animais desse trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacao de animais da

UFU (CEUA/UFU) sob o protocolo n° 040/10 (ANEXO A).

4.2 Cultura primaria de astrocitos

Foram feitas culturas primdrias de astrécitos corticais e hipotaldmicos, onde estas
foram estabelecidas através da dissociacio do coértex cerebral e do hipotdlamo
respectivamente (McCarthy e De Vellis, 1980).

A extracdo de tecido foi realizada com material cirdrgico estéril. Culturas purificadas
de astrécitos foram estabelecidas através da dissocia¢do do hipotdlamo e do cértex cerebral de
camundongos neonatos pela dissec¢ao e fragmentacdo. Esses fragmentos foram lavados com
solucdo tampdo sem célcio e magnésio (PBS flush, 0,1M, pH 7.4, com antibi6tico, Nutricell)
e tripsinizado durante 10min a 37°C. Findo o tempo de tripsinizacdo, foi adicionado soro fetal
bovino (SFB) para bloqueio da a¢do enzimadtica. A solucdo sobrenadante foi colocada sobre
um gradiente de albumin sérica bovina (BSA) diluida a 4% em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) em tubo tipo Falcon de 15 ml e submetido a
centrifugacao (Centribio, Tecnal, 1.500 RPM por 10 minutos). O sobrenadante foi eliminado
e o precipitado semeado em garrafas de cultura de 25cm? (TPP, Suica) com meio DMEM (pH
7,4, GIBCO, Brasil) acrescido de 10% SFB (Nutricell, Brasil) e estocadas em incubadora
(Nuare, EUA) sob temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO, até atingir a confluéncia.
Ap06s a confluéncia celular nas garrafas de cultivo, as células foram descoladas com tripsina e
submetidas a nova centrifugacdo. Apds a centrifugacio as células foram semeadas em placas
de 24 ou 96 pocos (TPP, Suica) numa densidade de 5x10* ou 5x10° células por poco,

respectivamente, € mantidas em incubadora para o tratamento com acidos graxos.

4.3 Tratamento com dacidos graxos saturados e producio de meio

condicionado

Os 4cidos graxos (AG) foram selecionados baseado no trabalho de Milanski et al.

(2009). Nesse trabalho os dcidos estedrico (estereato,18 carbonos) e palmitico (palmitato, 16
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carbonos) promoveram uma reacao inflamatoria no hipotdlamo quando inseridos no vetriculo
lateral de ratos.

Para a administracdo destes dcidos nas culturas, ambos foram separadamente diluidos
em solu¢do de BSA em concentracido 3:1 (AG:BSA) e dispostos nas culturas de astrdcitos.
Foram realizados dois experimentos sequenciais, 0 primeiro experimento foi um teste-piloto
para definirmos dose e tempo de tratamento usando placas de 96 pocos (Tabela 1), e, o
segundo experimento, usando a dose e tempo determinado no teste piloto, teve como foco a
coleta do meio retirado de astrécitos pOs-tratamento (confec¢do do meio condicionado) e

imunocitoquimica sobre as células, e para isso, foram usadas culturas em placas de 24 pocos.

Tabela 1: Descricdo dos grupos com diferentes doses de tratamento sobre cultura de astrdcitos (teste piloto).
Esse tratamento foi mantido: 12h, 24h, 72h e 5 dias.

Os meios foram renovados a cada dois dias e culturas controles também foram
realizadas. Com os resultados do teste piloto foram construidas curvas dose x efeito, onde o
efeito foi observado pela reatividade dos astrécitos avaliada pela imunomarcagao anti-GFAP,
e através dessas curvas, foram obtidos as doses e tempo experimentais que foram utilizados
nos demais procedimentos.

Para o experimento de producdo de meio condicionado realizou-se administracdo de
AG em culturas de astrocitos, o meio recolhido foi mantido em contato com os astrécitos por
3 dias e em seguida congelados para posterior utiliza¢do no tratamento das culturas neuronais.
Culturas tratadas apenas com DMEM+SFB 10% foram usadas para producdo de meio

condicionado controle.

4.4  Dosagem de TNF-a no meio condicionado através de ELISA

A citocina TNF-a foi quantificada no meio de cultura de cada condi¢do a qual foi
submetida as culturas primdrias de astrécitos utilizando o kit de Elisa (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) segundo protocolo do fabricante. Resumidamente,

diluicdes do meio condicionado foram adicionadas em duplicata em placas de ELISA
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preparadas com anticorpo monoclonal especifico contra TNF-o. Um anticorpo secundério
conjugado com peroxidase também foi adicionado. Sequencialmente, lavagens foram
realizadas para remocao de qualquer residuo, uma solucao substrato foi adicionada aos pocos
(50 pl de solugdo 1:1 peréxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina 10 mg/ml em DMSO). A
reacdo de coloragdo foi bloqueada apés 20 minutos de incubag¢do com &cido sulfirico 2N
(50 uL)) e a intensidade da coloracdo foi medida em espectrofotometro utilizando
comprimento de onda de 540 nm (E max, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os
padroes foram diluicdes de 0.5-logjpde citocinas recombinantes de camundongos com
sensibilidade de deteccio de 7.5 pgml 'a 1000 pg ml™ ! (100 pl). Os resultados foram

expressos em pg de citocina por ml de meio.

4.5  Cultura de neuronios hipotalamicos - CLU189

As células CLU189 sdo neurdnios imortalizados de camundongos. Estas células
foram imortalizadas pela transferéncia retroviral de SV40T-Ag a cultura neuronal
hipotalamica primdria. Esta linhagem celular expressa uma gama cada vez maior de
neuropeptidios, marcadores enzimaéticos e receptores biologicamente ativos. Diante de tais
caracteristicas, estas células permitem ensaios in vitro precisos para o desenvolvimento e
validacdo de estudos direcionados a doengas do SNC, ou seja, distirbios decorrentes deste
sistema, como a obesidade, estresse e distirbios metabdlicos. Uma aliquota de CLU189 foi
gentilmente doada ao nosso laboratério pelo Prof. Dr. Licio Augusto Velloso, coordenador
do Laboratério de Gastroenterologia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp (Origem CLUI189: Banco de Células do Rio de Janeiro). Essa aliquota foi
expandida e rendeu pelo menos dez criotubos com 10° células cada aliquota, que foram
congeladas e mantidas em nitrogénio liquido para a realizacao dos experimentos.

Para o tratamento com meio condicionado, uma ou duas aliquotas de CLU189 foram
descongeladas rapidamente e semeadas em garrafas de cultura 25cm’ (TPP, Suica)
suplementadas com DMEM alta glicose (4,5g/L) com 10% de SFB, mantidas em incubadora
com atmosfera de 5% de CO, a 37°C até a confluéncia. Ap6s a confluéncia as células foram
descoladas com tripsina e plaqueadas em placas de 96 pocos (TPP, Suica) na quantidade de
5x10° células por poco. Apés 24h do plaqueamento deu-se inicio ao tratamento com meio
condicionado sobre as culturas de CLU189 durante 3 ou 6 dias utilizando os acidos graxos

estereato e palmitato na dose de 200uM. Com renovagcdo do meio de cultura em dias
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alternados e com realizacdo de culturas controles, para o tratamento o SFB foi usado na

dosagem de 3%. Os grupos de culturas se encontram na Figura 3.
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Figura 3: Representagdo esquemadtica da placa de 96 pogos com os grupos de cultura de CLU189 tratados com
diferentes condigdes.

4.6 Imunocitoquimica

Primeiramente foi realizada imunocitoquimica nas culturas astrocitrias e
posteriormente nas neuronais. Sendo assim, as culturas foram fixadas com formalina 10% por
10 minutos e, posteriormente, lavadas com PBS (0,1M, pH 7,4, Nutricell, Brasil). As placas
com células fixadas foram posteriormente incubadas com 300ul (placa 24 pogos) ou 80ul
(placa 96 pocos) de solucdo de albumina bovina 3% e 0,2% de triton em PBS 0,01M, pH 7.4
por 1h para o bloqueio de ligacdes do anticorpo com proteinas inespecificas. Findo este
procedimento, as culturas celulares foram incubadas overnight em temperatura de 4°C com
diferentes tipos de anticorpos primédrios diluidos em solugdo acrescida de albumina bovina 1%

em PBS 0,01M. Nas_culturas de astrécitos foram utilizados os anticorpos primdrios cabra

anti-GFAP (Santa Cruz Biotechnology, 1:100) para avaliar o grau de reatividade glial e,
coelho anti-NFKBp65 (Santa Cruz Biotechnology, 1:100) para avaliar a producdo de

mediadores inflamatérios (Stephenson et al., 2000). J4 na cultura de CLU 189 foram

utilizados os anticorpos primdrios coelho anti-caspase 3 ativada (Abcam, 1:200) para avaliar
morte celular por apoptose e, o anticorpo primdrio cabra anti-ki-67 (Santa Cruz
Biotechnology, 1:100) para avaliar a proliferagcao celular.

Ap6s a incubagdo com anticorpo primdrio, as culturas foram lavadas trés vezes de

cinco minutos cada com PBS e, incubadas durante 1h com seus respectivos anticorpos
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secundérios conjugado com particula fluorescente em temperatura ambiente protegido de luz.
Os anticorpos secunddrios foram anticorpos anti-IgG de cabra para GFAP e Ki-67 (Alexa
fluor 594 ou 488, Jackson Laboratory, 1:300) e, anticorpo secunddrio anti-IgG de coelho para
caspase € NFkB (Alexa fluor 594 ou 488, Jackson Laboratory, 1:300). Findo o tempo de
incubacdo e lavagens as culturas foram mantidas com glicerol/PBS (1:1) com DAPI
(10pg/ml) para andlise em microscéopio invertido de fluorescéncia (Nikon, modelo Eclipse Ti-
S). O DAPI foi utilizado por ser um marcador fluorescente do DNA nuclear que torna
possivel a contagem do nimero de células presente em cultura, bem como a identificacdo de
cada célula.

Posteriormente, as placas de culturas foram fotografadas com camera fotografica
digital acoplada ao microscépio de fluorescéncia para captura de pelo menos quatro
regides/pogo para cada condi¢do experimental representativas das caracteristicas do pogo. As
imagens foram analisadas a fim de quantificar as imunomarcacdes através da densidade
integrada de pixels ou quantificacdo de pontos fluorescentes indicativos da marcagdo

utilizando o software ImageJ 1.33u. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7 Analise Estatistica

Foi realizada a andlise descritiva primeiramente para analisarmos a distribuicdao de
nossos dados numéricos. Diante dos resultados descritivos, escolheu-se o teste ANOVA um
critério com pds-teste adequado conforme necessidade dos dados para comparacdo entre os
grupos. Anteriormente a aplicacdo de testes ndo paramétricos, foi tentada sempre a
transformagcao de médias em base log;p ou em raiz quadritica para realizacdo de testes
paramétricos quando possivel. Caso, mesmo com as transformacdes de médias, nosso
conjunto de dados ndo mostrasse distribui¢ao normal, aplicou-se o teste ndo paramétrico U de
Mann Whitney. Assumiu-se para todos os testes comparativos niveis de significancia de p [*]
p<0,05, [**] p<0,01, [***] p<0,001. Os resultados foram apresentados como médiaterro

padrdo (ep).
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5. RESULTADOS
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5.1 Curva dose x efeito

Foi realizado o tratamento com diferentes doses de dcidos graxos saturados baseando
no trabalho publicado por Milanski et al. (2009). Partindo da dose mais pré-inflamatéria
utilizada pelo referido trabalho, 225uM, testamos doses aproximadamente 25% e 50% menor
e doses 2 e 4 vezes superior. Com isso as doses testadas para os dcidos graxos palmitato e
estereato foram de 50, 100, 200 e 500uM.

Os tempos de tratamento também foram variados em 12h, 24h, 72h e 5 dias. Nesses
tempos pré-estabelecidos, os pocos de culturas tratados e controles foram fixados para a
quantificacdo da reatividade astroglial analisada através da imunomarcacdo com anticorpo
anti-GFAP. Apods a realiza¢do da imunocitoquimica e quantificagdo da densidade integrada de
pixel das imagens documentadas em microscopia de fluorescéncia, foram construidas duas
curvas dose x efeito, uma para cada AG testado (Figura 4). Nem todos os valores estdao
mostrados nos graficos para melhor visualizagdo dos mesmos.

Ap6s andlise das curvas percebemos que a curva de tratamento no tempo de 5 dias
para os dois dcidos graxos foi mais homogénea e representa melhor uma dieta crobnica com
alto teor de gordura. Para a escolha das doses, atentou-se para aquela que primeiramente
interferiu, intensificando ou reduzindo, a reatividade das células, medida através da expressao
de GFAP. Nesse contexto, foram selecionadas as doses de 100 e 200uM para o estereato e

200 e 500uM para o palmitato.

5.2 Tratamento com acido graxo saturado promove maior reatividade e

aumento da expressao de NFKB em astrécitos do hipotalamo

Foram feitas andlises sobre a reatividade de astrécitos de origem hipotalamica e
cortical induzida por 4cidos graxos. Percebemos que os astrdcitos corticais ndo alteraram sua
atividade diante deste tratamento, e o contrdrio ocorreu com astrocitos do hipotdlamo, que
responderam com aumento da expressdo de GFAP frente a adicdo de gordura saturada no
meio de cultura (figuras 5, 6, 7 e 8). A Figura 5 apresenta o tratamento com estereato sobre os
astrdcitos hipotalamicos, esse foi o tratamento que mais interferiu no comportamento celular,
havendo aumento da expressdo de GFAP e NFKB principalmente com a dose de 200uM de
estereato (Tabela 2 e Figura 5).
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Figura 4: Curvas dose x efeito para os dcidos estereato (A) e palmitato (B). O eixo x indica as diferentes doses
utilizadas: controle, S0uM, 100 uM, 200 uM, 500 uM e overdose. No eixo y, a densidade integrada de pixel para
imunomarca¢do anti-GFAP. Linha verde representa os dados do tempo de 5 dias de tratamento e linha vermelha
dados de 24horas de tratamento. Flecha azul indica pontos de alteragdo da curva.

Porém, todas as doses utilizadas e mesmo a overdose resultaram em valores
estatisticamente diferentes do grupo controle. O outro dcido utilizado sobre os astrdcitos
hipotalamicos (Tabela 3), o palmitato, se mostrou menos influente sobre a reatividade glial,

causando aumento da expressdo principalmente com a dose de 500uM, porém na andlise
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comparativa entre os dados, ndo houve diferenca significativa (Tabela 3 e figura 6). Os
astrdcitos corticais tratados com diferentes doses de estereato (Tabela 4) ou palmitato (Tabela
5) ndo apresentaram alteragdo na reatividade glial e imunoreatividade para NF«kB, quando
comparados as culturas controles (Figuras 7 e 8).

Observe que no tratamento somente a overdose interferiu na expressao das proteinas,
diminuindo-as, provavelmente por algum efeito téxico, que comprometeu a viabilidade
celular, causado pelo excesso de 4cido diluido no meio de cultura. Enquanto as outras doses
ndo promovem nenhuma diferenca de expressdo de GFAP ou NFKB em rela¢do as culturas

controles (Figura 8).

Astrécitos Hipotalamicos + Estereato

Condicao Experimental GFAP NFxB
Controle 206679 + 17661 321401 + 16526
100pM 289356 + 18606 *** 402657 £ 18855 **
200uM 312103 + 16235 #** 436277 £ 9462 **
Overdose 267447 £ 14379 * 310960 + 39750 *

Tabela 2: Densidade integrada de pixels referente a imunomarcagdo para GFAP e NFkB apds tratamento com
estereato em astrécitos hipotaldmicos. Teste ANOVA 1 critério com pés-teste t. p [*] p<0,05, [**] p<0,01 , [***]
p<0,001.

Astrocitos Hipotalamicos + Palmitato

Condicao Experimental GFAP NFxB
Controle 222199 + 19924 292510 £ 12353
200uM 224924 + 16089 298012 + 16300
500uM 253384 £9135 299696 + 15430
Overdose 180626 + 38784 297916 £ 19007

Tabela 3: Densidade integrada de pixels referente a imunomarcagdo para GFAP e NFkB apds tratamento com
palmitato em astrécitos hipotalamicos. Teste ANOVA 1 critério com pds-teste ¢.
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Figura 5: Imunomarcagdo anti-GFAP e anti-NFKB apds 5 dias de tratamento com estereato sobre astrdcitos
hipotaldmicos. A figura apresenta culturas controles (A e E) e tratadas com diferentes doses de estereato, sendo
(B e F) concentragdo de 100uM, (C e G) 200uM e (D e H) overdose de 10x da maior concentracdio utilizada
(2mM). Observe que o tratamento com doses crescentes de estereato intensifica a expressdo de GFAP e NFKB. A
queda, mostrada pela quantificacdo de pixel nas culturas tratadas com overdose traduz a diminui¢do do nimero
de células devido, provavelmente, a toxicidade causada pelo excesso de estereato no meio de cultura. Escala =
100 um. Teste ANOVA 1 critério com pds-teste ¢. p [*] p<0,05, [**] p<0,01 , [***] p<0,001.
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astrocito hipotalamico + palmitato
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Figura 6: Imunomarcacido anti-GFAP e anti-NFKB apds 5 dias de tratamento com palmitato sobre astrdcitos
hipotaldmicos. A figura apresenta culturas controles (A e E) e tratadas com diferentes doses de palmitato, sendo
(B e F) concentragdo de 200uM, (C e G) 500uM e (D e H) overdose de 10x da maior concentraciio utilizada
(S5mM). Observe que o tratamento com a dose de 500uM tende a aumenta a expressdo de GFAP, mas ndo de
NFKB, porém sem diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Escala = 100 pm. Teste ANOVA 1
critério com pds-teste ¢.



35

Astrocitos Corticais + Estereato

Condicao Experimental GFAP NFkB
Controle 255326 + 28579 315174 £ 11714
100pM 267616 + 13193 339108 + 9938
200uM 265359 + 16233 331659 + 23321
Overdose 265296 + 29969 358975 + 20922

Tabela 4: Densidade integrada de pixels referente a imunomarcagdo para GFAP e NFkB apds tratamento com
estereato em astrdcitos corticais. Teste ANOVA 1 critério com pos-teste .

Astrocitos Corticais + Palmitato

Condicao Experimental GFAP NFxB
Controle 314761 + 17460 316056 + 8087
200uM 294374 + 19178 324137 £ 11661
500uM 291254 + 17907 323035 + 19705
Overdose 239111 +£23931 * 237386 + 5153 *

Tabela 5: Densidade integrada de pixels referente 8 imunomarcacido para GFAP e NF«B apds tratamento com
palmitato em astrécitos corticais. Teste ANOVA 1 critério com pés-teste ¢. p [*] p<0,05.
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astrocito cortical + estereato
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Figura 7: Imunomarcagdo anti-GFAP e anti-NFKB apds 5 dias de tratamento com estereato sobre astrdcitos
corticais. A figura apresenta culturas controles (A e E) e tratadas com diferentes doses de estereato, sendo (B e
F) concentracdo de 100uM, (C e G) 200uM e (D e H) overdose de 10x da maior concentragdo utilizada (2mM).
Observe que o tratamento ndo promove nenhuma diferenca de expressio de GFAP ou NFKB em relacdo as
culturas controles. Escala = 100 pm. Teste ANOVA 1 critério com poés-teste t.
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astrocito cortical + palmitato
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Figura 8: Imunomarcacido anti-GFAP e anti-NFKB apds 5 dias de tratamento com palmitato sobre astrdcitos
corticais. A figura apresenta culturas controles (A e E) e tratadas com diferentes doses de palmitato, sendo (B e
F) concentracdo de 200uM, (C e G) 500uM e (D e H) overdose de 10x da maior concentragdo utilizada (SmM).
Escala = 100 pm. Teste ANOVA 1 critério com pés-teste 7. p [*] p<0,05.
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5.3 Dosagem de TNF-0 em meio condicionado: astrdcitos corticais expressam
menor nivel de TNF frente ao tratamento com acido graxo saturado em relacio aos

astrocitos hipotalimicos

Ap0s o tratamento o meio condicionado foi recolhido para a realizacdo da dosagem de
TNF-a destas culturas pelo método ELISA. A partir dos dados obtidos € possivel observar
que os astrdcitos hipotalamicos tratados com AGs, responderam ao tratamento com o aumento
da liberacdo da citocina TNF-o (Figura 9). Em contraste, os astrdcitos corticais nao
responderam ao tratamento com AG em relacdo a produgdo dessa citocina, mantendo os

niveis de TNF-a estatisticamente semelhantes aqueles observados em amostras ndo tratadas.
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Figura 9: Dosagem de TNF-o em astrécitos corticais (cort) e hipotalamicos (hip) quando submetidos ao
tratamento com AG, estereato (est) e palmitato (pal). Observe que os astrdcitos corticais ndo respondem ao
tratamento com AG mantendo niveis de TNF-a estatisticamente semelhantes aos astrécitos ndo tratados. Ast
cort: astrécitos corticais; ast hip est: astrécitos hipotaldmicos estereato; ast hip pal: astrécitos hipotalamicos
palmitato; ast cort est: astrécitos corticais estereato; ast cort pal: astrdcitos corticais palmitato. p [*] p<0,05, [**#]
p<0,01.
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54 As culturas de CLU189 tratadas com meio condicionado tem a tendéncia

de apresentar uma maior taxa de proliferaciao celular do que morte celular

Foi realizado o tratamento de culturas CLU189 conforme grupos mostrados na Figura
2 e terminado o tempo de tratamento de 3 ou 6 dias foi realizada a imunocitoquimica com os
anticorpos anti-caspase3 e anti-Ki-67.

A quantidade de células foi mensurada apds 3 e 6 dias de tratamento para avaliacdo do
crescimento celular sob influéncia das condi¢des aplicadas as células. No terceiro dia foi
possivel notar um crescimento significativo nas condi¢des experimentais que receberam o AG
diretamente (Figura 10A). Porém, as células tratadas com o meio condicionado foram
semelhantes aos controles. Ja no 6° dia de tratamento (Figura 10B), ndo houve diferenga no
nimero de células entre as diferentes condi¢cdes experimentais. Entretanto, ao compararmos o
nimero de células referente ao tempo de 6 dias, nas diferentes condi¢des experimentais, com
o ndmero de células quantificadas no 3° dia, observamos que, com excecdo da condicao
controle, h4 um menor nimero de células por condicdo experimental. Este fato, portanto,
mostra uma reducdo no numero de células, inclusive de maior magnitude nas culturas
CLU189 tratadas diretamente com AGs. Ainda, comparando-se todos os grupos em relagcdo
ao numero total de células por cultura ndo houve diferencga estatisticamente significativa.

A morte celular por apoptose traduzida pela presenca da caspase3 ativada foi
quantificada nas culturas de 3 e 6 dias (Figura 11 e 12). As culturas tratadas por 3 dias
apresentaram maior quantidade de células caspase3 positivas naquelas condicdes que
receberam diretamente o AG. J4 as culturas tratadas com o meio condicionado apresentaram
uma taxa de células apoptoticas semelhante ao controle condicionado e ao controle somente
com DMEM, sugerindo que o aumento de TNF-a no meio condicionado em astrécitos
tratados com AGs ndo induziu aumento no nimero de neurdnios apoptéticos, apontando
possivel neuroprotecdo conferida por esses meios condicionados (Figuras 9 e 11).
Adicionalmente, as condi¢des tratadas com meios condicionados apresentaram uma
quantidade significativamente menor de células caspase3 positivas em relacdo a condic@o
tratada diretamente com estereato (Tabela 6). Nas culturas tratadas por 6 dias a quantidade de
células apoptdticas observada foi estatisticamente semelhante em todas as condig¢des
experimentais, tendo uma diminuicdo significativa apenas naquela tratada com meio
condicionado em relacdo a cultura tratada com palmitato diretamente. No entanto, o gréafico

da Figura 11 mostra que existe uma tendéncia de um menor nimero de células caspase3
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positivas nas culturas tratadas com meio condicionado em astrdcitos, tanto em astrécitos sem
AG como naqueles nos quais foram adicionados AG (Tabela 6).

O outro marcador analisado nas culturas tratadas por 6 dias foi o ki-67, proteina
presente somente nas células que estdo em proliferacdo (Figura 13). A partir dos dados
obtidos € possivel observar que as culturas tratadas diretamente com AG apresentaram uma
queda significativa na taxa de proliferacio celular em relacdo ao controle (sem 4cido graxo) e
as culturas tratadas com meio condicionado, porém para essas ultimas, sem significancia
estatistica (Tabela 6). No entanto, as culturas tratadas com meio condicionado tem a tendéncia
de apresentar uma maior taxa de proliferacdo celular do que morte celular, portanto, um meio

com caracteristica neuroprotetoras e nao pro-apoptoéticas (Figura 14).
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Figura 10: Quantidade de células em cultura ao longo do experimento, 3 dias (A) e 6 dias (B) para cada
condi¢do experimental. Testes U de Mann Whitney para (A) e ANOVA 1 critério com pds-teste de Bonferroni
para (B). p [*] p<0,05, [**] p<0,01.
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Figura 11: Cultura de CLU189 tradadas com &cido graxos de cadeia longa por 3 dias e, marcadas com DAPI
(azul) e caspase3 (vermelho). As imagens A, C e E s@o culturas controles tratadas diretamente com o dcido
graxo de cadeia longa. E, as imagens B, D e F sdo culturas tratadas com o meio condicionado obtido de cultura
tratadas de astrécitos. O grifico G, mostra a quantificacdo dos pontos de marcacdo anti-caspase3 em cada

condigdo experimental. Escala = 100um. Teste U de Mann Whitney. [*] p<0,05.
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Figura 12: Cultura de CLU189 tradadas com 4cido graxos de cadeia longa por 6 dias e, marcadas com DAPI
(azul) e caspase3 (vermelho). As imagens A, C e E s@o culturas controles tratadas diretamente com o dcido
graxo de cadeia longa. E, as imagens B, D e F sdo culturas tratadas com o meio condicionado obtido de cultura
tratadas de astrécitos. O grifico G, mostra a quantificacdo dos pontos de marcacdo anti-caspase3 em cada
condi¢do experimental. Escala = 100um. Teste U de Mann Whitney. p [*] p<0,05.
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Ki-67
Condicao - - -
3 dias 6 dias 6 dias
Experimental
Dmem 7,38 £1,28 7,48 +£1,25 30,36 £ 3,16 *
Dmem+estereato 11,89 + 1,63 * 11,88 +4,19 12,36 + 4,89 *
200uM
Dmem-+palmitato 13,68 + 5,85 9,33 +1,43 * 17,17 + 1,38 *
200uM
Dmem 5,81 £0,75 * 6,37 £ 0,85 * 2299 +1,71 *
condicionado em
astrocito
Dmem 8,53 +2,09 7,80+ 1,13 21,10+ 1,38 *
condicionado em
astrocito estereato
Dmem 6,22 +1,75* 7,63 1,14 19,25 £ 6,50 *

condicionado em
astrocito palmitato

Tabela 6: Nimero de células caspase e Ki-67 positivas apds tratamento com esterearo em astrdcitos

hipotaldmicos. Teste ANOVA 1 critério com pds-teste ¢ de student. p [*] p<0,05.
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Figura 13: Cultura de CLU189 tradadas com 4cido graxos de cadeia longa por 6 dias e, marcadas com DAPI
(azul) e ki-67 ( ). As imagens A, C e E s@o culturas controles tratadas diretamente com o acido graxo de
cadeia longa. E, as imagens B, D e F sdo culturas tratadas com o meio condicionado obtido de cultura tratadas de
astrécitos. O grafico G, mostra a quantificacdo dos pontos de marcagdo anti-ki-67 em cada condicio
experimental. Escala = 100pm. Teste ANOVA 1 critério com p6s-teste de Bonferroni. p [*] p<0,05.
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Figura 14: Relagdo do niimero de células ki-67 positivas pelo nimero de células caspase 3 positivas ap6s 6 dias
de tratamento. As barras das culturas tratadas com meio condicionado mostra a maior tendéncia de multiplicagao
celular do que morte por apoptose comparativamente com as culturas tratadas diretamente com estereato e
palmitato.

5.5 O meio condicionado nao consegue promover a neuroprotecio quando

administrado juntamente com AG

Tendo em vista os nossos resultados com meio condicionado que indicaram um
possivel papel neuroprotetor desse meio retirado dos astrdcitos sobre as células CLU189
decidimos testar dois grupos adicionais com 6 dias de tratamento (Figura 15). Estes grupos
foram tratados simultaneamente com o meio condicionado em astrécito controle + AG
diretamente, estereato ou palmitato. O resultado observado foi que o meio condicionado nao
conseguiu proteger a cultura quando a este foi adicionado AG em relagdo a quantidade de
células apoptoticas (Figura 16), apesar de mostrar uma pequena vantagem numérica em
relacdo a taxa de multiplicagdo celular indicada pela quantidade de células ki-67 positivas
(Figura 17). Durante o periodo do experimento verificamos, a0 acompanhar o comportamento
da cultura, a mudangca muito rdpida de cor do meio de cultura para um tom amarelado
indicando a acidificagdo do meio de cultura celular. Diante desse ambiente ndo ideal para a
multiplicacdo e sobrevivéncia das células ndo conseguimos estudar o que haviamos proposto.
Acreditamos que a rdpida reducido do pH do meio ocorreu devido ao meio condicionado ja ser

levemente mais 4dcido em relacio a um meio de cultura “fresco”, isso por causa do seu
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conteddo de metabdlitos celulares astrocitarios. Adicionado a isso, ainda houve a acidificacdo
decorrente dos préprios dcidos graxos colocados em contato com os neurdnios. Sendo assim,
niao podemos dizer que nao houve a neuroprote¢do observada nos experimentos anteriores
porque provavelmente tivemos morte celular induzida pela acidificacdo do meio de cultura

desses dois grupos adicionais.

1000000000000
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& OOOOOOOOOO@Q"" Dmem condicionado em astrécito+estereato200uM

100000000000 e:

_'I Dmem condicionado em astrécito+palmitato200uM

Figura 15: Representacdo esquematica da placa de 96 pogos com os grupos de cultura de CLU189 tratadas com
diferentes condi¢des experimentais por 6 dias. Destacados em retdngulos pretos os 2 grupos adicionais.
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Figura 16: Gréfico que representa a taxa de morte celular pela quantificagdo de caspase3+ nos diferentes grupos
experimentais em culturas apds 6 dias de tratamento. Note que grupos adicionais representadas pelas dltimas
barras ndo tiveram diferenca dos grupos com 4cidos graxo em contato direto nas CLU189. p [*] p<0,05.
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Figura 17: Taxa de multiplicag@o celular pela quantificacdo de ki-67+ nos diferentes grupos experimentais em
culturas ap6s 6 dias de tratamento. Note que as culturas tratadas com meio condicionado em astrécito + dcidos
graxos apresentou uma tendéncia de maior taxa de proliferacdo celular em relacdo &s culturas tratadas
diretamente com AG.
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6. DISCUSSAO
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A intima relacdo dos astrdcitos com as sinapses € neurénios € bem conhecida (Ullian,
2004). Sua capacidade de modulagdo da transmissdo nervosa, até mesmo, a amplificacao
desses sinais, o controle da homeostase e sua habilidade de comunicagdo através da alteracao
dos niveis de célcio intracelular e da liberagdo de gliotransmissores, tudo isso, nos leva a
considerar a participagdo dessas células em processos ou controles nervosos vistos até entao
como exclusivamente de responsabilidade de neurdnios (Garcia-Céceres, 2013). Frente a todo
esse novo conhecimento sobre os astrocitos, alguns trabalhos vem investigando seu
envolvimento com o controle do metabolismo energético, que por sua vez abrange o controle
da fome, saciedade e da termogénese. Os circuitos nervosos que atuam nesse controle
metabolico se localizam no hipotdlamo, exatamente, nos nucleos: arqueado, paraventricular e
lateral (Schwartz et al., 2000; Velloso, 2009).

Em animais, os estudos apontam que a alimentacdo hiperlipidica é um componente
importante na etiologia da obesidade, ja que dietas hiperlipidicas comprovadamente levam ao
excesso de gordura corporal (Lima et al., 2007). Uma série de estudos recentes tem fornecido
uma base solida para a hipdtese de que na obesidade induzida por dieta, o hipotdlamo € alvo
de um processo inflamatério que leva a uma regulagcdo deficiente da homeostase energética
(Velloso, 2009).

Tendo em vista que o principal componente da glia do SNC sdo os astrdcitos e suas
variadas funcdes, estas células foram o principal alvo de nosso estudo. Como vimos, 0s
astrocitos sdo células morfologicamente complexas e suas caracteristicas dependem da area
do SNC a que pertencem (Freeman, 2010). Contribuindo com essa afirma¢do vimos no item
revisao bibliografica desse trabalho as particularidades metabdlicas e na expressdo de
receptores envolvidos com os hormodnios reguladores da fome/saciedade presentes em
astrocitos da regido hipotalamica. Nesse sentido, em nossos resultados, que também
confirmam a especificidade dos astrécitos, ficou bastante claro que os astrécitos
hipotalamicos responderam de forma diferente do mesmo tipo celular extraido do cortex
cerebral de roedores neonatos (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8).

Nossos resultados também indicaram um aumento da expressdo de NFKB, fator que
regula a expressdo de genes essenciais ao processo inflamatdrio, apds tratamento com
estereato sobre astrdcitos hipotalamicos. Indicando a possivel participacdo dessas células em
vias inflamatérias ativadas por receptor do tipo Toll (TLR-4) e, possivelmente, também
envolvidas no processo de apoptose e expressao de citocinas pro-inflamatérias que também

tem relacdo com o aumento da expressdao de NFKB (Milanski ef al., 2009; Guo et al., 2011).
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A via de sinalizacio NFKB pode ser desencadeada pela citocina TNF-a (Park, 2010).
O TNF-oa é uma molécula pré-inflamatéria potente sintetizada no SNC pelos astrcitos,
microglia e neur6nios (Park, 2010). Apesar de todo astrocito ser capaz de sintetizar TNF-a, de
acordo com o0s nossos resultados, os astrécitos hipotalamicos tratados com dcido graxo
responderam de forma mais intensa com a producdo de TNF ao tratamento quando
comparados com astrécitos corticais e quando comparados as culturas tratadas somente com
DMEM. Corroborando com Freeman (2010) que diz que as caracteristicas dos astrocitos sao
dependentes da drea do SNC a que pertencem.

Nossos primeiros resultados nos sugeriram que o0s astrocitos hipotalamicos ao se
tornarem reativos frente aos altos niveis de dcidos graxos e intensificarem a expressao de
NFKB e a producio de TNF-a possivelmente contribuiriam com 0
desenvolvimento/manuten¢do do processo inflamatério, como mostrado em outro trabalho
publicado por Gupta et al. (2012). Porém, os dados obtidos a partir do tratamento dos
neurdnios com meio condicionado em astrocitos tratados e ndo tratados com &4cidos graxos
contraria nossa primeira ideia, mostrando um possivel papel neuroprotetor do meio
condicionado nos astrocitos em contato com AGs (Figura 10 e 11).

Os astrécitos quando reativos promovem uma hiperprodu¢do de citocinas e
quimiocinas (Dong e Benveniste, 2001; Piehl e Lidman, 2001; Nakagawa et al., 2005). Nesse
contexto, foi o que verificamos para os astrocitos hipotalamicos submetidos ao tratamento
com AG, o meio retirado dessas células para andlise mostrou um aumento significativo de
TNF-a (Figura 8).

Ao realizar o tratamento das culturas CLU189 com o meio condicionado era esperado
que este meio promovesse uma taxa de apoptose maior do que os controles, devido a alta
concentracdo de TNF-a no meio, jd que essa citocina se correlaciona com morte celular e
neurodegeneracao (Chao et al., 1996; Kim et al., 2002; Bermel e Rudick, 2007). Porém, ao
observamos os resultados obtidos, o meio condicionado induziu taxa de morte celular
semelhante em relacdo as culturas controles com nivel de TNF reduzidos (FiguralOe 11).

Uma possivel explicacdo para esta ocorréncia ¢ de que o TNF-a € responsdvel por
regular processos fisiologicos diferentes no SNC e, ao se ligar em receptores presentes nas
células-alvo, desencadeia cascatas de sinalizagdo que controlam inimeros processos celulares
como viabilidade celular, desenvolvimento neuronal, expressao génica, homeostasia idnica e
integridade sindptica (Park, 2010). A transdu¢do de sinal gerada pelo TNF-a é dependente do
tipo de receptor que estard sendo por ele estimulado, que pode ser o TNF-RI ou TNF-RIIL. O

TNF-RI € expresso no SNC expressando genes importantes para processos bioldgicos
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diversos como crescimento celular, morte celular e inflamacdo e o TNF-RII é expresso
principalmente na glia e células endoteliais ativando vias de transdug¢do de sinais pro-
inflamatdrias e anti-apoptética (Santello, 2012).

Camara et al. (2013) verificaram que animais knockout para TNF-o apresentam
significativa reducdo do nivel de NGF (fator de crescimento de nervo) no cortex pré-frontal e
hipocampo, e ainda, em animais knockout para o receptor TNF-RII, os autores observaram
reduc¢ao dos niveis de NGF e BDNF (fator de crescimento derivado do cérebro).

Por outro lado, podemos sugerir que o efeito esperado pelo aumento do TNF pode ter
sido suprimido ou reduzido, de alguma forma, pela presenca de outras substancias no meio
condicionado em astrdcitos tratados com AGs. Dentro disso, a resposta mais intensa de
astrogliose induzida pelo tratamento de AG (Figura 5 e 6) pode ter levado a constitui¢cao de
um meio com caracteristicas neuroprotetoras € ndo pré-apoptéticas como era esperado.
Colaborando com essa sugestdo sabemos que na astrogliose ocorre secre¢do de diversos
fatores (Santello, 2012), dentre eles fatores estdo a metaloproteinase de matriz do tipo 3
(MMP-3), o colesterol, o proprio TNF-a, trombospondina e fator de crescimento  (TGF-f)
que inicialmente sdo responsdveis por acdes negativas, porém, tardiamente, promovem a
neuroplasticidade e estabilidade sindptica (Laird, 2008).

Outros fatores produzidos na astrogliose sdo conhecidos como fatores neurotréficos
que sao proteinas sinalizadoras enddgenas que promovem sobrevivéncia e estimulam
populacdes especificas de neurdnios. Eles podem ser classificados em trés grupos: as
neurotrofinas, os ligantes dos receptores GDNF (fator neurotréfico derivado da glia) e as
citocinas neuropoiéticas (Ekestern, 2004). Em nosso trabalho ndo dosamos nenhum tipo de
fator neurotréfico, mas eles podem ser uma das explicagdes da neuroprotecao observada em
nossos resultados. Diante dessa hipétese trazemos um breve comentédrio sobre os efeitos
dessas substancias.

O fator neurotrofico ciliar (CNTF), por exemplo, pode reduzir consideravelmente a
perda neuronal apds axotomia periférica em animais neonatos e, além disso, aumenta em 60%
a sobrevida de neur6nios em cultura (Sendtner et al., 1991). O GDNF, por sua vez, é
produzido in vivo e em cultura de astrdcitos e também apresenta importantes efeitos
neuroprotetores, diminuindo a morte celular programada, a degeneracdo apds axotomia do
nervo facial em animais adultos e neonatos em até 80% (Bohn, 2004), e tem importante
funcdo no tratamento da doenga de Parkinson, resgatando a funcdo motora e protegendo os
neurdnios dopaminérgicos (Peterson e Nutt, 2008). Evidéncias demonstram que as

neurotrofinas, principalmente o BDNF e a neurotrofina-3 (NT-3), promovem brotamento e
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elongacdo axonal apds lesdo nervosa periférica e durante o desenvolvimento (Mendell et al.,
2001). Além desses, diversas moléculas e substancias atuam protegendo as células nervosas e
contribuindo com o processo regenerativo tecidual, como as proteinas de choque térmico
(Kalmar et al., 2002) e o fator de crescimento endotelial vascular (Zachary, 2005).

Outra forma de avaliarmos a eficicia do meio condicionado em fornecer
neuroprotecdo aos neurdnios em cultura foi acrescentando aos experimentos dois novos
grupos: meio condicionado em astrécito controle + AG diretamente, estereato ou palmitato
(Figura 16 e 17). O objetivo destes grupos era de avaliar se os fatores produzidos pelos
astrocitos que ndo receberam tratamento eram capazes de promover protecdo aos neurodnios
quando estes foram tratados com 4cido graxo. No entanto, quando avaliamos estas culturas, o
meio condicionado ndo foi capaz de promover nenhuma diferenca de resposta em relacao as
culturas de CLU189 tratadas diretamente com AGs, mostrando, portanto, um nimero de
células apoptdticas mais elevado em relacao as culturas tratadas com meio condicionado. Essa
resposta foi observada, provavelmente, devido a drastica redu¢ao do pH do meio, deixando o
meio 4cido, gerando um ambiente téxico as células.

Nossos experimentos com CLU189 em que adicionamos diretamente dcidos graxos as
culturas mostraram através dos resultados obtidos maior proliferagdo celular nos 3 primeiros
dias de tratamento juntamente com uma maior taxa de apoptose, o que acabou fazendo com
que essas culturas apresentassem a maior queda de nimero de células no sexto dia de
tratamento. Esse conjunto de alteragdes sugere que os neurdnios, sem qualquer intermediagdo
de outro tipo celular, responderam ao contato com AGs, o que pode ser decorrente da
expressdo de receptores Toll-like 4 pelos proprios neurdnios, significando que essas células
niao sdo passivas no processo de neuroinflamacdo decorrente de alto teor de gordura no
hipotdlamo durante a obesidade, dessa forma, nossos resultados vao ao encontro dos achados
de Zhang et al. (2013) que mostraram que neurdnios hipocampais participam da inflamagado
via dependente de MyD88 mediada por TLR4.

Frente as respostas celulares analisadas nesse trabalho novas ideias de investigacdes
nos impele na colocacdo de objetivos que buscam detalhar trés diferentes aspectos: 1) a
constitui¢do de fatores de crescimento do meio condicionado em astrdcitos estimulados por
acidos graxos; 2) o estudo da acdo do TNF-a relacionada a sobrevivéncia neuronal e; 3) a via
de resposta neuronal em contato direto com &cidos graxos. A continuidade da pesquisa nos
levard a melhor compreensdo tanto de nossos resultados atuais como do mecanismo de

apoptose e interagdo neurdnio-glia no hipotilamo na ingestdo de dietas com alto teor de
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gordura que culminam com a inflamacao hipotaldmica e, consequente, com o descontrole do

balanco fome/saciedade/gasto energético, causando a obesidade.
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O tratamento com 4cido graxo de cadeia longa, principalmente o estereato, promoveu
maior reatividade, aumento da expressdao de NFKB e do nivel de TNF-o em astrécitos do
hipotdlamo em relacdo aos corticais e aos controles mostrando a especificidade de resposta de
astrocitos do hipotdlamo, drea que controla a homeostase energética.

O meio condicionado obtido de astrécitos tratados com &cidos graxos apresentou
maior quantidade de TNF-a, porém, quando em contato com 0s neur6nios nao promoveu
maior morte celular, ao contrario, demonstrou um efeito possivelmente neuroprotetor quando
comparamos os efeitos desses meios condicionados com o meio condicionado controle.

Os 4cidos graxos apresentaram ac¢do direta, sem qualquer intermediagcdo ou interacio
com outro tipo celular, sobre os neurdnios CLUI189 promovendo inicialmente aumento no
nimero e proliferacdo celular seguido de apoptose. Demonstrando a susceptibilidade dessas

células no processo inflamatério decorrente da ingestao de dietas hiperlipidicas.



57

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

58

. AHIMA, R.S. Digging deeper into obesity. The J Clin Investigation, v. 121, n. 6, p. 2076-

2079, 2011.

ALDSKOGIUS, H.; LIU, L.; SVENSSON, M. Glial responses to synaptic damage and
plasticity. J Neurosci Res, v. 58, n. 1, p. 33-41, 1999.

ARRUDA, A. P. et al. Hypothalamic inflammation and thermogenesis: the Brown
adipose tissue connection. J Bioenerg Biomembr, v. 43, p. 53-58, 2011.

BADMAN, M.K,, FLIER, J.S. The gut and energy balance: visceral allies in the obesity
wars. Science, vol. 307, n.5717, pp.1909-14, 2005.

BERMEL, R.A., RUDICK, R.A. Interferon-beta treatment for multiple sclerosis.
Neurotherapeutics, vol. 4, pp. 633-46, 2007.

BOHN, M. C. Motoneurons crave glial cell line-derived neurotrophic factor. In Exp
Neurol, v. 190, p. 263-75, 2004.

BOUZIER-SORE, A.; PELLERIN, L. Unraveling the complex metabolic nature of
astrocytes. Frontiers in cellular neuroscience, v. 7, p. 1-9, 2013.

CAMARA, M. L. et al. TNF-a and its receptors modulate complex behaviours and
neurotrophins in transgenic mice. Psychoneuroendocrinology, v. 38, p. 3102—3114,
2013.

CARLOS ROBERTO DOUGLAS. Tratado de fisiologia aplicada as ci€ncias médicas.
Editora: Guanabara Koogan, 2006.

CHAO, C.C., HU, S., SHENG, W.S., BU, D., BUKRINSKY, M.I.,, PETERSON, P.K.
Cytokine-stimulated astrocytes damage human neurons via a nitric oxide mechanism.
Glia, vol. 16, pp. 276-84, 1996.

CHEN, J., COSTA, L.G., GUIZZETTI, M. Assessment of Cholesterol Homeostasis in
Astrocytes and Neurons. Methods Mol Biol, vol.758, pp.403-14, 2011.

DE SOUZA, C.T.; et al. Consumption of a fat-rich diet activates a proinflammatory
response and induces insulin resistance in the hypothalamus. Endocrinology, v. 146, n.
10, p. 4192-4199, 2005.

DONG, Y.; BENVENISTE, E.N. Immune function of astrocytes. Glia, v. 36, n. 6, p.
180-190, 2001.

EKESTERN, E. Neurotrophic factors and amyotrophic lateral sclerosis. Neurodegener
Dis, v. 1, p. 88-100, 2004.

FREEMAN, M.R. Specification and morphogenesis of astrocytes. Science, v. 330, n.
6005, p. 774-778, 2010.

GARCIA-CACERES, C. et al.Hypothalamic astrocytes in obesity. Endocrinal Metab
Clin N Am, v. 42, p. 57-66, 2013.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

59

GARCIA-CACERES, C.; et al. Differential Acute and Chronic Effects of Leptin on
Hypothalamic Astrocyte Morphology and Synaptic Protein Levels. Endocrinology, v.
152, n. 5, p. 1809-1818, 2011.

GUILLOD-MAXIMIN, E.; et al. Acute Intracarotid Glucose Injection Towards the Brain
Induces Specific c-fos Activation in Hypothalamic Nuclei: Involvement of Astrocytes in
Cerebral Glucose-Sensing in Rats. Journal of Neuroendocrinology, v. 16, n. 5, p. 464-
471, 2004.

GUILLOD-MAXIMIN, E.; et al. Adiponectin Receptors are Expressed in Hypothalamus
and Colocalized with Proopiomelanocortin and Neuropeptide Y in Rodent Arcuate
Neurons. J Endocrinol, v. 200, n. 1, p. 93-105, 2009

GUO, Y.L.; SHEN, W.; DU, F. Effect of picroside II on expressions of TLR4 and
NFkappaB in rats with cerebral ischemia reperfusion injury. Zhongguo Zhong Xi Yi Jie
He Za Zhi, v. 31, n. 1, p. 58-61, 2011.

GUPTA, S. et al. Saturated long chain fatty acids activate inflammatory signaling in
astrocytes. J Neurochem., v. 120, n. 6, p. 1060-1071, 2012.

HSUCHOU, H.; et al. Obesity Induces Functional Astrocytic Leptin Receptors in
Hypothalamus. Brain, v. 132, n. 4, p. 889-902, 20009.

IBGE. Pesquisa de orcamentos familiares 2008-2009 : analise do consumo alimentar
pessoal no Brasil / IBGE, Coordenagao de Trabalho e Rendimento. Rio de Janeiro: /IBGE,
p-150, 2011.

KALMAR, B. et al. Upregulation of heat shock proteins rescues motoneurones from
axotomy-induced cell death in neonatal rats. Exp Neurol, v. 176, p. 87-97, 2002.

KIM, LJ., BECK, H.N., LEIN, P.J., HIGGINS, D. Interferon gamma induces retrograde
dendritic retraction and inhibits synapse formation. J Neurosci, vol. 22, pp. 4530-39,
2002.

KRAFT, A.D.; MCPHERSON, C.A.; HARRY, G.J. Heterogeneity of microglia and TNF
signaling as determinants for neuronal death or survival. Neurotoxicology, v. 30, p. 785-
793, 20009.

KURTZ, A., ZIMMER, A., SCHNUTGEN, F., BRUNING, G., SPENER, F., MULLER,
T. The expression pattern of a novel gene encoding brain-fatty acid binding protein
correlates with neuronal and glial cell development. Development, vol. 120, n.9, pp.2637-
49, 1994.

LAIRD, M. D.; et al. Opposing roles for reactive astrocytes following traumatic brain
injury. Neurosignals, v.16, p. 154-164, 2008.

LIMA, L.P.; SAMPAIO, H.A.C. Caracterizacdo socioecondmica, antropométrica e
alimentar de obesos graves. Ciéncia & Saude Coletiva, v. 4, n. 12, p. 1011-1020, 2007.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

60

MCCARTHY, K.D.; DEVELLIS, J. Preparation of separate astroglial and
oligodendroglial cell cultures from rat cerebral tissue. J Cell Biol, v. 85, p. 890-902,
1980.

MENDELL, L. M. et al. Neurotrophins and synaptic plasticity in the mammalian spinal
cord. In J Physiol, v. 533, p. 91-7, 2001.

MILANSKI, M.; et al. Saturated fatty acids produce an inflammatory response
predominantly through the activation of TLR4 signaling in hypothalamus: implications
for the pathogenesis of obesity. J Neurosci, v. 29, n. 2, p. 359-370, 2009.

MORAES, J.C.; et al. High fat induces apoptosis of the hypothalamic neurons. Plos one,
v. 4, n. 4, p. e5045, 2009.

MORENTIN, P.B.M., LOPEZ, M. Mens Sana In Corpore Sano: Exercise and
Hypothalamic ER Stress. PLoS Biology, vol. 8, n. 8, p. e1000464, 2010.

MORTON, G. J., SCHWARTZ, M. W. Leptin and the Central Nervous System Control
of Glucose Metabolism. Physiol Rev, v.91, p. 389-411, 2011.

MUKHOPADHYAY, D.; MUKHERIJEA, M. Role of Fatty Acid Binding Protein in the
Modulation of Inhibitory Effect of Fatty Acids on Fatty Acid Synthase and ATP-Citrate
Lyase in Developing Human Brain. Indian J. Biochem Biophys, v. 35, n. 5, p. 296-302,
1998.

MUNZBERG, H.; MYERS, M.G.; J.R. Molecular and anatomical determinants of central
leptin resistence. Nat Neurosci, v. 8, n. 5, p. 566-570, 2005.

NAKAGAWA, T., YABE, T., SCHWARTZ, J. P. Gene expression profiles of reactive
astrocytes cultured from dopamine-depleted striatum. Neurobiol Dis, vol. 20, pp. 275-82,
2005.

NGARMUKOS, C.; BAUR, E.L.; KUMAGAI, A.K. Co-localization of GLUT1 and
GLUT4 in the blood—brain barrier of the rat ventromedial hypothalamus. Brain Research,

v. 900, n.1, p. 1-8, 2001.

OGDEN, C.L.; et al. The epidemiology of obesity. Gastroenterology, v.132, n. 6, p.
2087-2102, 2007.

OMS, http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/, 2008.

PAN, W_; et al. Astrocyte Leptin Receptor (ObR) and Leptin Transport in Adult-Onset
Obese Mice. Endocrinology, v. 149, n. 6, p. 2798-2806, 2008.

PARK, K.M.; BOWERS, W.J. Tumor necrosis factor-alpha mediated signaling in
neuronal homeostasis and dysfunction. Cell signal, v.22, n.7, p. 977-983, 2010.



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

61

PEKNY, M., WILHELMSSON, U., BOGESTAL, Y.R., PEKNA, M. The Role of
Astrocytes and Complement System in Neural Plasticity. Int Rev Neurobiol, vol.82,
pp.95-111, 2007.

PENKY, M. et al. The dual role of astrocytes and reactive gliosis. Neuroscience letters,
ARTIGO IN PRESS.

PETERSON, A. L.; NUTT, J. G. Treatment of Parkinson's disease with trophic factors.
Neurotherapeutics, v. 5, p. 270-80, 2008.

PIEHL, F. E LIDMAN, O. Neuroinflammation in the Rat--CNS Cells and Their Role in
the Regulation of Immune Reactions. Immunol Rev, vol. 184, pp. 212-25, 2001.

RIBOTTA, M. G., MENET, V., PRIVAT, A. Glial Scar and Axonal Regeneration in the
CNS: Lessons from GFAP and Vimentin Transgenic Mice. Acta Neurochir Suppl, vol.
89, pp. 87-92, 2004.

ROMANATTO, T. et al. Deletion of tumor necrosis factor-alpha receptor 1 (TNFR1)
protects against diet-induced obesity by means of increased thermogenesis. J Biol Chem,
v. 284, n. 52, p. 36213-36222, 2009.

ROMANATTO, T. et al. TNF-alpha acts in the hypothalamus inhibiting food intake and
increasing the respiratory quotient—effects on leptin and insulin signaling pathways.
Peptides, v. 28, n. 5, p. 1050-1058, 2007.

SANTELLO, M.; VOLTERRA, A. TNF-a in synaptic function: switching gears. Trends
in neuroscience, v.35, n. 10, p. 638-647, 2012.

SCHWARTZ, M.W_; et al. Central Nervous System Control of Food Intake. Nature, v.
404, n. 6778, p.661-671, 2000.

SENDTNER, M. et al. Effect of ciliary neurotrophic factor (CNTF) on motoneuron
survival. J Cell Sci Suppl, vol. 15, pp. 103-9, 1991.

SIEGEL, R.M., MUPPIDI, J., ROBERTS, M., PORTER, M., WU, Z. Death Receptor
Signaling and Autoimmunity. Immunol Res, vol. 27, pp.499-512, 2003.

SOFRONIEW, M.V. Reactive astrocytes in neural repair and protection. Neuroscientist,
vol. 11, pp. 400-7, 2005.

STEPHENSON, D.; et al. Transcription Factor Nuclear Factor-Kappa B Is Activated in
Neurons After Focal Cerebral Ischemia. Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, v. 20, p. 592-603, 2000.

STREIT, W.J.; KREUTZBERG, G.W. Response of endogenous glial cells to motor
neuron degeneration induced by toxicricin. J Comp Neurol, v. 268, n. 2, p. 248-263, 1988.

ULLIAN, E.M., SAPPERSTEIN, S.K., CHRISTOPHERSON, K.S., BARRES, B. A.
Control of Synapse Number by Glia. Science, vol. 291, pp. 657-61, 2001.



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

62

ULLIAN, E.M.; et al. Role for glia in synaptogenesis. Glia, v.47, p. 209-216, 2004.

VELLOSO, A.L. The brain is the conductor: diet induction inflammation overlapping
physiological control of body mass and metabolism. Arq Bras Endocrinol Metab, v. 53,
n. 2, p. 151-158, 2009.

YANASE, H.; et al. Cellular localization of the diazepam binding inhibitor (DBI) in the
gastrointestinal tract of mice and its coexistence with the fatty acid binding protein
(FABP). Arch Histol Cytol, v. 64, p. 449-460, 2001.

YOUNG, J.K. Anatomical Relationship Between Specialized Astrocytes and Leptin-
Sensitive Neurones. J. Anat, v. 201, n. 1, p. 85-90, 2002.

YOUNG, J.K. Immunoreactivity for diazepam binding inhibitor in Gomori-positive
astrocytes. Regulatory Peptides, v. 50, p. 159-166, 1994.

YOUNG, J.K.; BAKER, J.H.; MULLER, T. Immunoreactivity for Brain-Fatty Acid
Binding Protein in Gomoripositive Astrocytes. Glia, v. 16, n. 3, p. 218-26, 1996.

ZACHARY, I. Neuroprotective role of vascular endothelial growth factor: signalling
mechanisms, biological function, and therapeutic potential. Neurosignals, v. 14, p. 207-
21, 2005.

ZANON, R. G., OLIVEIRA, A. L. R. (2006). MHC I upregulation influences astroglial
reaction and synaptic plasticity in the spinal cord after sciatic nerve transection.
Experimental Neurology, v. 200, pp. 521-531.

ZHANG, G. X. et al. The role of TLR4-mediated MyD88-dependent pathway in
neuroinflammation in hippocampal neurons of rats. Chinese Journal of Applied
Physiology, v. 29, n. 1, p. 42-6, 2013.



63

ANEXO 1



64

@ Universidade Federal de Uberldndia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao
Comissdo de I_'Etin:a na Utilizacdo de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica -
Uberiandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail-ceua@propp.ufu.br;
WWW.COMISS0es. propp. ufu.br

ANALISE FINAL N° 097/10 DO COMITE DE ETICA NA UTILIZACAQ DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 040/10

Projeto Pesquisa: “Influéncia da adicdo de acidos graxos: astrogliose,
sobrevivéncia neuronal e densidade sinaptica.”.

Pesquisador Responsavel. Renata Graciele Zanon

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas.

SITUACAD: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEUA PARA FINS DE
AMALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uberlandia, 23 de junho de 2010



