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RESUMO

O consumo de dietas ricas em aglicares simples e gorduras saturadas, associado a baixa ingestao
de alimentos in natura, fibras e antioxidantes, ¢ comum em paises ocidentais e tem causado
consequéncias negativas para a saude publica. Na forma de ultraprocessados, esses produtos
sdo calodricos e pobres em valor nutricional, constituindo uma parcela significativa da ingestao
calorica e estando correlacionados com altos indices de sobrepeso na populacao brasileira.
Estudos indicam uma conexao entre o consumo de dietas ricas em actcar (high sugar) e gordura
(high fat) e o surgimento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), alteragdes
neurocognitivas e aumento do estresse oxidativo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o
desempenho cognitivo, as alteracdes metabodlicas séricas e o estresse oxidativo cerebral em
camundongos C57BL/6 submetidos a dietas ricas em sacarose ou gordura saturada por 8
semanas. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFOP) (N° Protocolo 9100220322). Para caracterizar tais alteragdes, foram
realizadas as avaliagdes do consumo alimentar, as dosagens dos marcadores glico metabdlitos
séricos (glicose, insulina, colesterol total, triglicerideos), de dano oxidativo cerebral (TBARS e
proteina carbonilada), de neuroinflamacao (IL-6, TNF-a e IL-10) e os testes neurocognitivos
(Labirinto em Y e Teste de reconhecimento de novo objeto). Os resultados demonstraram um
aumento significativo da glicemia (C vs HS: p = 0,0013), dos niveis de TBARS (C vs HS: p =
0,0157) e das citocinas inflamatorias TNF-o (C vs HS: p <0,001) e IL-6 (C vs HS: p = 0,0250)
no cérebro dos animais alimentados com a dieta high sugar. Além disso, houve um
comprometimento significativo no desempenho cognitivo, evidenciado por uma piora na
memoria dos animais alimentados com dieta rica em agucar por 8 semanas, conforme
demonstrado no Teste de Reconhecimento de Novo Objeto (C vs HS: p =0,0063) e no Labirinto
emY (C vs HS: p = 0,0349). Em relagado a dieta rica em gordura saturada foi evidenciado um
aumento nos niveis de TBARS (C vs HF: p = 0,0005) e da citocina TNF (C vs HF: p <0,001).
sem alteragdes cognitivas evidentes em 8 semanas. Pode-se concluir que a dieta rica em
sacarose induz uma piora no desempenho cognitivo dos animais e provoca alteragdes
imunometabdlicas de forma mais evidente e precoce em comparacao a dieta rica em gordura

saturada. No entanto, para confirmar essa hipdtese, mais experimentos sao necessarios.

Palavras-chave: dieta rica em sacarose; dieta rica em gordura saturada; dieta high sugar; dieta

high fat; doengas cronicas nao transmissiveis.



ABSTRACT
The consumption of diets rich in simple sugars and saturated fats, associated with low intake of
natural foods, fibers and antioxidants, is common in Western countries and has had negative
consequences for public health. In the form of ultra-processed foods, these products are caloric
and poor in nutritional value, constituting a significant portion of caloric intake and being
correlated with high rates of overweight in the Brazilian population. Studies indicate a
connection between the consumption of diets rich in sugar (high sugar) and fat (high fat) and
the emergence of chronic non-communicable diseases (NCD), neurocognitive alterations and
increased oxidative stress. Thus, the objective of this study was to evaluate the cognitive
performance, serum metabolic alterations and brain oxidative stress in C57BL/6 mice subjected
to diets rich in sucrose or saturated fat for 8 weeks. All experimental procedures were approved
by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA/UFOP) (Protocol No. 9100220322).
To characterize such changes, food consumption was assessed, serum glycometabolite markers
(glucose, insulin, total cholesterol, triglycerides), brain oxidative damage (TBARS and
carbonyl protein), neuroinflammation (IL-6, TNF-o and IL-10) were measured, and
neurocognitive tests (Y-maze and novel object recognition test) were performed. The results
demonstrated a significant increase in blood glucose (C vs HS: p = 0.0013), TBARS levels (C
vs HS: p=0.0157) and inflammatory cytokines TNF-a (C vs HS: p <0.001) and IL-6 (C vs HS:
p =0.0250) in the brain of animals fed the high sugar diet. Furthermore, there was a significant
impairment in cognitive performance, evidenced by a worsening in the memory of animals fed
a high-sugar diet for 8 weeks, as demonstrated in the Novel Object Recognition Test (C vs HS:
p = 0.0063) and in the Y-Maze (C vs HS: p = 0.0349). Regarding the diet rich in saturated fat,
an increase in the levels of TBARS (C vs HF: p = 0.0005) and the cytokine TNF (C vs HF: p <
0.001) was evidenced, with no evident cognitive changes in 8 weeks. It can be concluded that
the diet rich in sucrose induces a worsening in the cognitive performance of animals and causes
immunometabolic changes more evidently and earlier compared to the diet rich in saturated fat.

However, to confirm this hypothesis, further experiments are needed.

Keywords: high-sucrose diet; high-saturated fat diet; high-sugar diet; high-fat diet, chronic

non-communicable diseases.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido aracdénico

ADP Adenosina difosfato

AMP Adenosina monofosfato

ATP Adenosina trifosfato

BDNF Fator neurotrofico derivado do cérebro
CAT Catalase

ChREBP Proteina de ligacdo ao elemento de resposta a carboidratos
DAMP Padrdao molecular associado ao dano
DCNT Doenga cronica nao transmissivel

DHA Acido docosaexaenoico

ER Espécies reativas

ERN Espécies reativas a nitrogénio

ERO Espécie reativa ao oxigénio

GPX Glutationa peroxidase
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IGF-1 Fator de crescimento semelhante a insulina
IL-10 Interleucina 10

IL-1B Interleucina 13

IL-6 Interleucina 6

iNOS Oxido nitrico sintase

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LPS Lipopolissacarideos

MCP Proteina quimiotatica de monocitos

MDA Malondialdeido

MUFA Acidos graxos monossaturados

NADPH Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina
NF-kB Fator nuclear kappa B

NPs Neuroprostanos

PAMP Padrao molecular associado a patdogenos

PFK1 Fosfofrutoquinase 1



PNS
POF
PUFA
SNC
SOD
SREBP1C
TAG
TBARS
TLR
TNF-a
VET
VLDL

Pesquisa Nacional de Saude
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Sistema nervoso central

Superdxido dismutase

Proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1c
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Fator nuclear tumoral o
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1 INTRODUCAO

A dieta ocidental ¢ caracterizada pela predominancia do consumo de alimentos
ultraprocessados ricos em agucares refinados, simples e gorduras saturadas, associado ao baixo
consumo de alimentos in natura como frutas, vegetais, sementes, cereais integrais, castanhas,
sementes, peixes e antioxidantes (MALESZA et al., 2021). Pesquisas e inquéritos
populacionais, realizados no Brasil, tém evidenciado os impactos desse estilo de vida na satde
da populagdo, apontando uma proeminéncia de sobrepeso (IMC > 25kg/m?) (ABESO, 2022) e
uma participagdo significativa do consumo de alimentos ultraprocessados no valor energético
(VET) diario (IBGE, 2017-2018).

A dieta ocidental possui potencializadores do consumo energético ao interagir com
mecanismos regulatérios de fome e saciedade, além de ser composta por produtos
ultraprocessados que estdo amplamente distribuidos e que, adicionalmente, possuem um baixo
custo (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2019, HWALLA; JAAFAR, 2021, DREWNOWSKI,
2018). Todos esses aspectos contribuem com o surgimento de doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) como obesidade, diabetes, doengas cardiovasculares, hipertensao,
desnutricdo, dislipidemia, osteoporose, osteopenia, cancer e também alteracdes da microbiota
intestinal, como a disbiose, aumento na permeabilidade intestinal e translocacdo bacteriana
(MALESZA et al., 2021, CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023). O consumo de 4cidos graxos
saturados foi associado a um maior acimulo de gordura corporal, aumento da produgdo de
espécies reativas (ER’s) e a ativagdo de vias inflamatorias. A instalagdo de um processo
inflamatoério de baixo grau precedente ao ganho de peso causa consequéncias como a resisténcia
a insulina e o aumento de triacilglicerdis (TAG) intra-hepaticos (CLEMENTE-SUAREZ et al.,
2023, MELO; SANTOS; FERREIRA, 2019). Ja o consumo excessivo de actcares de adigao,
que estdo presentes, por exemplo, nas bebidas agucaradas, favorece o ganho de peso e o maior
risco no desenvolvimento de obesidade, diabetes mellitus tipo 11, dislipidemia, hipertensao e
doencas cardiovasculares (WITEK; WYDRA; FILIP, 2022). Um dos desencadeantes do
processo inflamatorio cronico € a maior producdo de ER’s e o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo ¢ caracterizado como o desequilibrio entre a concentragdo de
oxidantes e de antioxidantes no organismo, no qual ha um excesso de compostos pré oxidantes,
principalmente, ER’s (MUKWEVHO; FERREIRA; AYELESO, 2014). Produzidas,
principalmente nas mitocondrias, as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) tém sua produgado
aumentada quando ha uma grande disponibilidade energética proveniente de dietas com perfil

ocidental. O acimulo de ER’s pode levar a oxidacao de moléculas, incluindo 4cidos graxos das
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membranas celulares, proteinas, enzimas e acidos nucleicos presentes no DNA (TAN;
NORHAIZAN, 2019). A interagdo de ER’s com essas moléculas pode causar danos celulares e
apoptose, além de inflamacao e doengas degenerativas. A neutralizacdo de ER’s depende do
sistema antioxidante, cuja fun¢do ¢ impedir ou retardar a oxidacao indesejada de biomoléculas
importantes para o funcionamento celular (DEMIRCI-CEKIC ef al., 2022). O sistema nervoso
central (SNC) ¢ altamente dependente da atividade mitocondrial devido a sua alta demanda
energética, além de ser rico em acidos graxos poli insaturados com alta susceptibilidade a
oxidagdo e a uma maior sensibilidade a processos inflamatérios, consequentemente, com maior
risco de danos causados pelo estresse oxidativo (SAMODIEN et al, 2019, TAN;
NORHAIZAN, 2019, DEMIRCI-CEKIC et al., 2022).

O hipocampo, uma estrutura cerebral crucial para a formacao de memoria e
aprendizado, apresenta menor resisténcia as alteragdes nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias. Essa vulnerabilidade é exacerbada pelo consumo de alimentos ricos em gorduras
saturadas e agucares, resultando em prejuizos nas atividades dependentes dessa estrutura, como
o aprendizado ¢ a memoria (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2019, NOBLE; KANOSKI, 2016,
ABBOTT et al., 2016). Dessa forma, o padrao dietético pode impactar indiretamente a
capacidade cognitiva, ressaltando a importancia deste estudo como uma ferramenta para
identificar possiveis diferencas no perfil metabolico sérico e cerebral entre o consumo de dietas
com perfis caldricos similares, mas com mudangas qualitativas em sua composicao - ricas em

acucares simples ou gorduras saturadas.



14

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia das Alteracoes Metabdlicas Associadas a Dieta

A dieta moderna, denominada dieta ocidental ¢ caracterizada pela predominancia no
consumo de alimentos ultraprocessados densamente energéticos. Esse padrdo dietético ¢
composto por alimentos ricos em agtcares refinados e simples, gorduras saturadas e gorduras
poli-insaturadas — do tipo 6mega 6 - € com um baixo consumo de alimentos in natura como
frutas, vegetais, sementes, cereais, castanhas, sementes, peixes e antioxidantes (MALESZA et
al., 2021), esses ultraprocessados compdem mais da metade do consumo dietético americano
(CLEMENTE-SUAREZ et al. 2023). A produgio de alimentos ultraprocessados favoreceu uma
grande perda nutricional de fibras, vitaminas e minerais que, anteriormente ao século XX, eram
incomuns no cotidiano da populacdo. Entretanto, com o avanco tecnologico e da agricultura, o
preco desses produtos diminuiu € houve um aumento na sua disponibilidade, o que favoreceu
um maior consumo caldrico, superando o gasto energético (MALESZA et al., 2021).

No Brasil, levantamentos como a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) de 2019 e o
inquérito Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doengas Cronicas por Inquérito
Telefonico (VIGITEL) de 2020, evidenciaram a predomindncia do excesso de peso na
populacdo brasileira, sendo apontadas taxas de 60,3% e 55,4%, em cada pesquisa,
respectivamente (ABESO, 2022). O VIGITEL de 2023, evidencia a ascensdo dessa condigao,
ao demonstrar um aumento na porcentagem da populacdo com excesso de peso, atingindo o
valor de 61,4% da populagdo adulta (VIGITEL BRASIL, 2023). Esse problema de satde
publica esta associado ao aumento na ingestdo de alimentos ultraprocessados, representado por
cerca de 15 a 34% do consumo energético diario da populagdo nos anos de 2008 e 2009
(ABESO, 2022). A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), referente aos anos de 2017 e
2018, corrobora com essa afirmagdo ao apontar um consumo energético diario de 19,7%
proveniente do consumo de alimentos ultraprocessados no Brasil (IBGE, 2017-2018).

Como apontado anteriormente, o padrao alimentar da dieta ocidental, caracterizado por
ser rico em gorduras saturadas e acucares simples, tem sido cada vez mais prevalente na dieta
brasileira. As gorduras saturadas sdo obtidas a partir de alimentos de origem animal como a
manteiga, os laticinios e a carne. J& os agucares sdo, em grande maioria, adicionados aos
produtos ultraprocessados na forma de xaropes de milho e de glicose, o que confere a eles uma
maior densidade energética, uma reducao de seu valor nutricional, um maior prazo de validade,

além da alta palatabilidade que favorece o seu consumo (CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023).
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Por ser rica em gorduras, a dieta ocidental contribui com um maior consumo alimentar
independentemente do conteudo caldrico pois possui efeitos potencializadores do consumo
energético ao ser associado a efeitos hedonicos cerebrais, ou seja, ao prazer (MELO; SANTOS;
FERREIRA, 2019). O sistema hedonico, que também participa da regulacdo do consumo
alimentar, tem potencial de superar o controle homeostatico e promover um maior consumo
alimentar, efeito potencializado pela grande disponibilidade de produtos ultraprocessados e seu
baixo custo (HWALLA; JAAFAR, 2021) (DREWNOWSKI, 2018).

Como consequéncia desse padrao alimentar estdo associados o aumento no
desenvolvimento de DCNT’s (MALESZA et al., 2021). Ademais, a dieta ocidental impacta na
composicao da microbiota intestinal, diminuindo a diversidade bacteriana e aumentando o
crescimento de Proteobactérias — filo com atividades pro inflamatodrias. Esse desequilibrio
promovido pelo excesso de gorduras e agucares e um baixo teor de fibras, desencadeia um
quadro de disbiose intestinal — desequilibrio entre bactérias comensais ¢ patogé€nicas — e que
potencializa o processo inflamatdério do organismo por meio da permeabilidade intestinal e
translocagdo de endotoxinas bacterianas como os lipopolissacarideos (LPS). Essas
consequéncias se devem a evolugdo da agricultura e da tecnologia aplicada ao processamento
de alimentos, que se deu de forma tdo acelerada, que impossibilitou a evolugdo genética

concomitante as alteragdes nos padrdes alimentares (CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023).

2.2 Metabolismo de Acucares e Gorduras

Os lipidios sdo um grupo heterogéneo de compostos organicos que desempenham uma
ampla variedade de fungdes bioldgicas essenciais. Os 4cidos graxos sdo 0s componentes
estruturais basicos dos lipidios. Eles consistem em uma longa cadeia de hidrocarboneto, tendo
um grupo carboxila (-COOH) em uma das extremidades e um grupo metila (-CH3) na outra
extremidade. Dependendo da presenga ou auséncia de ligagdes duplas em sua cadeia carbonica,
os acidos graxos podem ser classificados como saturados (sem liga¢des duplas) ou insaturados
(com uma ou mais ligacdes duplas) (BERG et al. 2021). Os 4cidos graxos insaturados podem
ser divididos em poli-insaturados (PUFA’s) ou monoinsaturados (MUFA’s) de acordo com o
nimero de ligacdes duplas em sua cadeia carbonica. Os principais representantes dos PUFA’s
sdo o acido linoleico (Omega 6) e o acido alfa linolénico (Omega 3). Esses acidos graxos sio
considerados essenciais, pois o organismo nao consegue produzi-los, € sdo fundamentais para
a formagdo das membranas celulares. Eles sdo encontrados, principalmente, nos peixes €

crustaceos de dgua salgada, como também nas sementes de linhaca, chia e nas nozes. Os
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MUFA’s sio representados, predominantemente, pelo 4cido oleico (Omega 9) que é obtido por
meio do consumo do azeite de oliva e de canola. Ja os 4cidos graxos saturados estdo presentes,
principalmente, nas gorduras de origem animal, mas também no 6leo de palma (LANHAM-
NEW et al. 2022).

A digestdo dos lipideos alimentares comeca na boca pela acdo da enzima chamada de
lipase lingual, porém, com atividade pouco expressiva na clivagem dessas moléculas
(SANIOTO, 2018). No duodeno, onde ocorre a maior parte da digestao dos lipideos, os sais
biliares emulsificam essas moléculas, facilitando a agdo das lipases pancreaticas. Os lipideos
sdo entdo absorvidos pelos enterdcitos na forma de acidos graxos livres. Posteriormente, esses
acidos graxos sdo reesterificados em triacilglicerdis (TAG) e incorporados, junto com colesterol
e apolipoproteinas, nos quilomicrons. Esses quilomicrons transportam os TAG e demais
componentes pela circulagdo linfatica até o figado (LANHAM-NEW et al. 2022). A sobrecarga
de 4cidos graxos livres no figado desencadeia um aumento na producao de lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) — posteriormente convertido a LDL -, produgdo de TAG e
aumenta o risco do desenvolvimento de dislipidemia (TAN; NORHAIZAN, 2019).

O consumo de acidos graxos saturados foi associado a um maior acimulo de gordura
corporal e menor saciedade, em relagdo a dietas ricas em acidos graxos poli insaturados, como
omega 3 e omega 6 (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2019). Adicionalmente, hd uma
associacdo entre o consumo de dietas ricas em gordura, em roedores, com o aumento da
producdo de ER’s. Esse processo oxidativo causado pela dieta gera um desequilibrio no sistema
imunologico e que resulta em uma maior ativagao de células imunologicas — como macrofagos
e linfocitos T — responsaveis pela liberagao de citocinas pro6 inflamatorias (IL-6, IL-1B e TNF-
alfa). Os 4cidos graxos saturados e trans tém a capacidade de ativar os receptores do tipo Toll
(RTT’s) que desempenham um papel de mediadores de vias inflamatdrias, sendo ativados na
presenca de Padrdoes Moleculares Associados a Patogenos (PAMP’s) e Padroes Moleculares
Associados ao Dano (DAMP’s), liberados, respectivamente, a partir de endotoxinas e moléculas
pr6 inflamatérias presentes na dieta ocidental (CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023). O consumo
de 4cidos graxos saturados, em excesso, pode desencadear um processo inflamatério, pois sdo
potencialmente reconhecidos por RTT’s, devido a sua similaridade com os LPS’s de membrana
das bactérias gram-negativas e, portanto, mimetizam uma infec¢do bacteriana. Esse processo
inflamatério causado pelo consumo de gorduras saturadas ¢ anterior aos efeitos obesogénicos,
causando uma inflamagao de baixo grau previamente a alteragdes na composicao corporal. Os
receptores do tipo Toll, apds serem ativados pela presenca de acidos graxos saturados

circulantes, desencadeiam uma sinalizacao intracelular que atinge uma proteina denominada de
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fator nuclear kappa B (NF-kB). Essa proteina é responsavel por ativar a transcricao de genes
capazes de propagar os estimulos inflamatérios como o TNF-alfa, IL-1B, IL-6, IL-10, MCP 1
e iINOS (HWALLA; JAAFAR, 2021).

Em relacdo aos carboidratos ou sacarideos, sabe-se que sdo macronutrientes de grande
importancia para o funcionamento do organismo por serem utilizados como fonte energética
celular. Representados pelos amidos, celulose e agucares eles podem ser encontrados de
diferentes formas de acordo com o tamanho e nivel de polimerizagdo de sua cadeia, sendo
monossacarideos (1 unidade de agucar), dissacarideos (2 wunidades de agucares),
oligossacarideos (entre 3 a 9 unidades de acticares) e polissacarideos (mais de 10 unidades). Os
monos ¢ dissacarideos sdo amplamente utilizados como adogantes ou acticares de adigdo. A
sacarose e o xarope de milho rico em frutose ndo fornecem um valor nutricional significativo
ao alimento e, portanto, sao considerados calorias vazias, contribuindo com o sobrepeso e a
obesidade.

Os carboidratos t€ém sua digestao iniciada na boca pela amilase salivar € no intestino por
enzimas do tipo glicosidases — que clivam os carboidratos em monossacarideos como a glicose,
frutose e galactose. Assim, os monossacarideos sdo absorvidos no intestino delgado e sdo
transportados via circulagdo porta hepatica para o figado. Esse 6rgdo ¢ o grande responsavel
pela metabolizagao da glicose, que ¢ essencial nos processos de glicogénese e lipogénese por
meio da agdo da insulina (WITEK; WYDRA; FILIP, 2022).

Assim como a glicose, a frutose adicionada na dieta ocidental ¢ metabolizada pelo
figado e, quando presente em alimentos industrializados, ¢ associada a efeitos prejudiciais ao
metabolismo. O consumo excessivo desse nutriente por meio de bebidas e alimentos ultra
processados ricos em xarope de milho, por exemplo, estdo associados ao desenvolvimento de
sindrome metabolica e obesidade (CIOFFI et al., 2017). A frutose ¢ capaz de induzir o aumento
de TAG plasmaticos e o acumulo de gordura hepatica ao induzir a lipogénese e bloquear a beta
oxidagdo nesse 6rgao com uma maior intensidade quando comparada a glicose (JENSEN et al.,
2018). Esses efeitos estao relacionados a sintese de novo de lipidios no figado causada pela nao
regulagio enzimatica da frutose pela fosfofrutoquinase 1 (PFK1) (ZUBIRIA et al., 2016). A
PFK1 ¢ a primeira enzima da via glicolitica, cuja atividade ¢ regulada pelo acimulo ou
diminui¢do dos produtos dessa via, como ATP, ADP ¢ AMP. Na abundancia de ATP, sua
atividade ¢ inibida (NELSON; COX; HOSKINS, 2022), entretanto, os produtos da clivagem da
frutose entram na via glicolitica posteriormente a regulagdo da PFK 1. Desse modo, hd um fluxo
continuo desses metabolitos pela glicolise, o que causa um aumento de substratos energéticos

que seguem para as vias da glicogénese, gliconeogénese, lipogénese e fosforilacdo oxidativa.
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Ainda, o consumo cronico de frutose ¢ capaz de estimular fatores transcricionais como
SREBP1c ¢ ChREBP, responsaveis por promover o aumento na produgdo de glicose e
lipogénese que contribuem para a esteatose hepatica, aumento de VLDL e de TAG séricos
(HANNOU et al., 2018).

Os nutrientes chegam ao cérebro através da barreira hematoencefalica, composta por
células epiteliais que tem como fungdo controlar o transporte de nutrientes, ions e metabolitos
entre a circulagcdo sanguinea e o cérebro. Nessa barreira, a glicose € transportada por meio de
proteinas transportadoras especificas, GLUT’s 1 e 3 e os aminoacidos pela proteina LAT1. Ja
os acidos graxos entram no cérebro por difusdo, uma vez que possuem afinidade com a camada
das membranas celulares (ABBOTT; RONNBACK; HANSSON, 2006). O cérebro possui uma
alta demanda energética, cerca de 20% do oxigénio corporal ¢ direcionado para o consumo e
producdo de ATP cerebral e a energia produzida em forma de ATP nas mitocondrias ¢ essencial
para o funcionamento neuronal (SHENG; CAI, 2012). A principal fonte de energia nesse tecido
¢ a glicose, que ¢ oxidada mais rapidamente quando comparada a oxidagdo de outros substratos,
como os acidos graxos. Porém, a oxidacao da glicose também produz uma maior quantidade de
espécies reativas (GRIMM; ECKERT, 2017). A utilizacdo de glicose como combustivel ¢
favorecida pelo transporte facilitado por proteinas transportadoras como GLUT 1 e GLUTS3,
sendo que esse 0 GLUT3 possui uma maior taxa de transporte e favorece a captacao de glicose
pelos neurdnios. No cérebro, o unico estoque energético disponivel € representado pela
formacao de glicogénio pelos astrocitos, e que pode ser utilizada como poupador de glicose
para os neuronios (MERGENTHALER et al., 2013).

Outra molécula capaz de fornecer energia para o cérebro de forma alternativa sdo os
corpos cetdonicos como o betahidroxibutirato e o acetato. Esses, sdo metabolitos derivados da
B-oxidagao hepatica capazes de atravessar a barreira hematoencefélica via transportadores de
monocarboxilato (MCTs) e de substituir a glicose em momentos de déficit enérgico como no
jejum, exercicio fisico intenso ou doencas como diabetes (JENSEN et al., 2020). No cérebro,
a via da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) também ¢é capaz de
induzir a cetogénese a partir da degradacgdo de 4cidos graxos que chegam via corrente sanguinea
e, consequentemente, induzir a sintese de corpos cetonicos em células do SNC. Tanto a glicose
quanto os corpos cetonicos, apesar de serem metabolizados a Acetil-coA em por vias diferentes,
quando oxidados na cadeia de transporte de elétrons, sdo capazes de gerar ATP (GARCIA-
RODRIGUEZ; GIMENEZ-CASSINA, 2021).

Os efeitos adversos do consumo de dietas ricas em sacarose sdo causados pela

toxicidade induzida pela frutose (SUN et al., 2021). O metabolismo de frutose gera metabolitos
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que sdo capazes de prejudicar a fungdo de outros 6rgaos como a propria glicose, lactato, acidos
graxos livres, lipoproteinas de densidade muito baixa, 4cido urico e outros (SPAGNUOLO;
IOSSA; CIGLIANO, 2020). Dietas ricas em sacarose aumentaram os niveis de colesterol, TAG
e diminuiram bactérias probidticas em ratos apos 4 semanas de consumo (SUN et al., 2021).
Ademais, estudos randomizados e controlados apontam para a relacdo entre o consumo de
agucares dietéticos e bebidas adocadas no desenvolvimento de doengas vasculares como
hipertensao, derrame, doenca arterial coronariana e dislipidemia (MA et al., 2022). A nivel
intestinal, o consumo de dietas ricas em glicose e frutose sao capazes de alterar a composi¢ao
da microbiota intestinal e gerar aumento de permeabilidade intestinal, inflamacdo e
endotoxemia, o que corrobora com o desenvolvimento de desequilibrios metabolicos
(MERINO et al., 2020). Além disso, o consumo a longo prazo de dietas ricas em aglcares esta
associado a alteracdes na resposta imunologica intestinal, dano 2 mucosa e ao desenvolvimento
de doengas inflamatdrias intestinais por aumentar o estresse oxidativo (JI et al., 2023). Ademais,
o consumo excessivo de agucares de adig¢do, presentes, por exemplo, nas bebidas agucaradas,
favorece o ganho de peso e o maior risco no desenvolvimento de obesidade, diabetes mellitus
tipo II, dislipidemia, hipertensdo e doengas cardiovasculares (WITEK; WYDRA; FILIP, 2022).

Assim, neste contexto, pode-se inferir que o consumo excessivo de gorduras saturadas
e acucares simples estd associado a uma inflamagao cronica e de baixo grau. Esse processo
inflamatério ¢ considerado um fator contribuinte para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e cancer (CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023).
Adicionalmente, dietas ricas em acidos graxos saturados aumentam a expressdo de genes
relacionados a processos inflamatérios no tecido adiposo, diminuem a sensibilidade a insulina,
aumentam o conteudo hepatico de TAG (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2019), além de, nos
primeiros 1000 dias de vida, poderem aumentar a susceptibilidade do desenvolvimento de

doengas ao decorrer da vida (HWALLA; JAAFAR, 2021).

2.3 Estresse Oxidativo e Sistema Antioxidante

O estresse oxidativo € caracterizado como o desequilibrio entre a concentracao de
oxidantes e de antioxidantes no organismo, no qual hd um excesso de ER’s, tendo como
principais representantes, ERO’s e ERN’s. A produgdo de ER's ¢ algo inerente ao metabolismo,
pois sdo essenciais para o funcionamento do sistema imunologico na destruicao de patogenos e

também ao estimular a defesa antioxidante do proprio organismo. Em um estado de homeostase,
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essas ER’s sdo neutralizadas pelo sistema antioxidante endogeno e exdgeno (CHAUDHARY et
al., 2023).

As ER's sdo originadas, em sua maioria, pela produgdo energética mitocondrial na
cadeia de transporte de elétrons e, também, pela acdo de enzimas oxidativas como NADPH,
enzimas de detoxificacdo como as enzimas da familia citocromo P450, além do grupamento
heme ¢ ions metalicos livres como ferro ¢ cobre (HASSAN et al., 2021). As mitocondrias sdao
organelas responsaveis pela producao de energia no organismo, além de exercerem um papel
importante na producdo de ER's e apoptose celular (CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023). A
produgdo de energia depende de um gradiente de protons gerado pelo fluxo constante de
elétrons nos complexos proteicos da fosforilagao oxidativa. O excesso de elétrons, quando ¢
desproporcional a capacidade de transporte mitocondrial, aumenta a formagao de ERO’s, como,
por exemplo, do anion superdxido (O2") nos complexos I e III por meio da transferéncia de
apenas um elétron do radical ubiquinona parcialmente reduzida (Q ) para o oxigénio molecular
(O2). Reagdes secundarias do O: resultam na formagao de outras espécies reativas (ER), como
o perdxido de hidrogénio (H20:), além de subprodutos ndo toxicos, como agua e O.. Esses
subprodutos sdo gerados pela a¢do do sistema antioxidante endoégeno, conforme ilustrado na
FIG. 1. (NELSON; COX; HOSKINS, 2022). A atividade mitocondrial ¢ influenciada pela
disponibilidade dos substratos energéticos provenientes da alimentacdo — ou seja, de sua
quantidade e qualidade. A dieta rica em gorduras saturadas parece aumentar a producao de
ERO’s e o processo inflamatdrio, o que compromete a funcdo mitocondrial, diminuindo a
capacidade respiratoria e gerando resisténcia a insulina (TAN; NORHAIZAN, 2019). As
gorduras sdo utilizadas como fonte de energia quando o organismo se encontra com déficit
energético, sob a acao de hormonios como glucagon e epinefrina. A hidrélise de triacilglicerois,
induzida por esses hormonios, libera acidos graxos e glicerol para a corrente sanguinea, onde
esses podem ser captados e utilizados pelas células do organismo. A oxidagdo dos acidos graxos
ocorre na matriz mitocondrial apos serem ativados por meio de uma ligacdo com moléculas de
coenzima A — formando um Acil-CoA e transportados através da membrana mitocondrial
interna conjugados a carnitina. Apos a entrada do grupamento acila e nova ligagdo com a
coenzima A, essa Acil-CoA ¢ degradada por quatro reacdes quimicas (P oxidagdo) que se
repetem até a total oxidacdo dessa molécula, sendo elas: oxidagdao pela FAD, hidratagao,
oxidagdo por NAD+ e tidlise. Essas reagdoes geram como produto FADH>, NADH e acetil-CoA
que sdo consumidos pelo ciclo do acido citrico e cadeia respiratoria para a geragdo de ATP
(BERG et al. 2021). Assim, o consumo aumentado de gordura desencadeia, por meio da

oxidagdo de acidos graxos livres, um fluxo excessivo de elétrons na cadeia respiratoria, o que
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causa o acumulo de ERO’s (TAN; NORHAIZAN, 2019). Assim, sugere-se que O risco
aumentado para o desenvolvimento de doengas cronicas esta relacionado ao padrao dietético
ocidental e, que se desenvolve, por meio do estresse oxidativo (CLEMENTE-SUAREZ et al.,
2023).

Acidos graxos poli-insaturados como o acido docosahexandico (DHA), por possuirem
um maior niumero de insaturacdes em sua cadeia se tornam mais susceptiveis a oxidagdo. O
processo de oxidagdo de lipideos ¢ chamado de peroxidagao lipidica e pode ser induzido pela
poluicao do ar, fumaca de cigarro, radiagdo ultravioleta ou também por ER's advindas da acao
de enzimas como a NADPH oxidase. A peroxida¢do de lipideos intracelular compromete,
principalmente, a estrutura da membrana celular, o que prejudica o transporte, o balanco
hidroeletrolitico e a permeabilidade da membrana. E possivel avaliar a dimensio dos processos
de peroxidagcdo de lipidica das membranas por meio da dosagem de metabdlitos como
isoprostanos (IsoPs), que sdo encontrados na forma livre apds a fosforilagdo dos 4cidos graxos
de membrana como o &cido araquidonico (AA). Ja os neuroprostanos (NPs), sdo resultados da
peroxidacdo de 4cidos graxos do tipo DHA. A peroxidagdo de PUFA’s também forma
metabolitos secundarios como aldeidos como o 4-hidroxinonenal e o malondialdeido (MDA).
Esses compostos podem gerar danos indesejados, por se encontrarem livres e possuirem alta
reatividade com moléculas como proteinas, acidos nucléicos e podem causar inflamagao,
apoptose e doencas degenerativas.

Além dos lipidios, as proteinas sdo os principais alvos de processos oxidativos por serem
abundantes no organismo e serem altamente reativas. A oxidacdo de compostos proteicos gera
compostos carbonilados, sendo os mais propensos a participarem desse processo 0s
aminoacidos cuja cadeia lateral sdo estruturas aromaticas ou que possuam grupamentos tiois,
como a tirosina e a cisteina, respectivamente. Essa oxidagdo ¢ capaz de alterar propriedades
quimicas importantes das proteinas como a sua solubilidade, sua estrutura e a sua atividade
enzimatica. A oxidagdo de proteinas por meio de reagdes de carbonilagdo sdo irreversiveis e
impactam diretamente na perda da atividade enzimadtica por meio da alteracdo estrutural da
proteina. Ja a reagdo do DNA com ERO’s pode causar ligagdes cruzadas entre proteinas do
DNA, formagao de agucares e modificagdao de bases (DEMIRCI-CEKIC et al., 2022).

A neutralizacdo de ER's depende do sistema antioxidante, cuja fungdo ¢ impedir ou
retardar a oxidagdo indesejada de biomoléculas importantes para o funcionamento celular.
Antioxidantes podem ser classificados a partir da sua origem como exdgeno - de fonte dietética
- ou enddgeno - produzidos pelo organismo. Além disso, eles também podem ser classificados

de acordo com seu mecanismo de agdo, sendo eles: quelantes de metais, sinérgicos, inibidores
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enzimaticos, sequestradores celulares, decompositores, doadores de elétrons, de hidrogénio e
sequestradores de radicais livres (CHAUDHARY et al., 2023).

Os antioxidantes endogenos podem ser enzimaticos, representado por enzimas como
Catalase (CAT), Superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), ou nao
enzimaticos, como a Glutationa (GSH). J4 os antioxidantes exdgenos sdo representados pelos
polifendis, tocoferois, carotenoides e Vitaminas C encontrados nos alimentos (RAJENDRAN
etal.,2014). Assim, a alimentagdo também ¢ capaz de fornecer fontes externas de antioxidantes
naturais pelo consumo de frutas, vegetais, ervas e especiarias. Entretanto, nas dietas ocidentais
ndo ha, apenas, uma caréncia no consumo desses alimentos, como também uma maior
concentragdo de substancias pré oxidantes, que contribuem tanto para o estabelecimento quanto
para a progressao dos processos oxidativos. Outro aspecto do padrdo alimentar ocidental ¢ a
capacidade de diminuir a acdo de enzimas antioxidantes como a SOD, sendo, portanto, capaz
de diminuir a capacidade do organismo de se proteger contra prejuizos estruturais e funcionais
e, consequentemente, contribuir para o processo inflamatério e o surgimento de DCNT’s
(CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023). O estresse oxidativo ¢ um dos fatores cruciais para o
comprometimento da fungao celular, este causa danos celulares e teciduais devido a maior
produgdo de ERO's e inflamagdo de baixo grau, que contribui para o desenvolvimento de
DCNT’s (SAMODIEN et al., 2019). Assim, o estresse oxidativo pode contribuir para o
desenvolvimento e/ou progressdao de doencas como cancer, doencas neurodegenerativas como

Alzheimer e Parkinson, diabetes, aterosclerose ¢ inflamagao cronica (DEMIRCI-CEKIC et al.,

2022).

Figura 1: Sistema Antioxidante Enzimatico.
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2.4 Estresse Oxidativo Cerebral

O SNC ¢ altamente dependente da atividade mitocondrial, devido a sua alta demanda
energética. Porém, essas organelas sdo negativamente afetadas por dietas densamente
energéticas, o que pode levar a um prejuizo funcional na sinalizacdo metabdlica, estresse
oxidativo, sinalizagdo celular, na resposta inflamatodria e, por fim, propiciar déficits na fungao
cerebral (SAMODIEN et al., 2019) (TAN; NORHAIZAN, 2019). O SNC ¢ rico em acidos
graxos poli insaturados como o DHA que devido ao seu alto potencial de peroxidacdo, ¢ um
tecido com maior susceptibilidade a danos oxidativos causados pelas ER’s (DEMIRCI-CEKIC
et al., 2022). O estresse oxidativo ¢ evidenciado como um dos fatores ambientais com maior
influéncia negativa sobre as etapas de proliferacdo, migracdo, integracdo e sobrevivéncia de
novas células durante a neurogénese. Além disso, também contribui com o dano celular e com
a ativagdo de processos inflamatorios cerebrais (POULOSE et al., 2017).

E importante destacar o papel crucial da inflamagio, associada ao consumo de gorduras
saturadas para o desenvolvimento das neuropatologias e de um fen6tipo neuro inflamatorio por
exacerbar a liberagdo de TNF-alfa e IL-6 na microglia (FALOMIR-LOCKHART et al., 2019).
Cada tipo celular ¢ capaz de sustentar o processo inflamatorio por tempo determinado,
entretanto, o tempo varia de tecido para tecido, sendo o tecido neuronal mais sensivel a
inflamacdo. A inflamacdo inicial em neuronios ¢ o suficiente para induzir o processo de
apoptose e morte celular neuronal, que geram prejuizos irreversiveis & homeostase do tecido
(ABESO, 2022). Os nutrientes dietéticos sdo importantes para a fun¢do cerebral e chegam ao
cérebro por meio de transportadores via barreira hematoencefalica ou por transporte ativo e
difusdo no plexo cordide. Desse modo, esses nutrientes exercem uma influéncia na neuro
inflamagdo, uma vez que a dieta tem um papel reconhecido na modulacdo do sistema
imunologico (MCGRATTAN et al., 2019), ademais a presenca de radicais livres e citocinas
préinflamatorias como a IL-6 e o TNF-a podem prejudicar a fungdo da barreira e,
consequentemente, o transporte dessas moléculas para o SNC (ABBOTT; RONNBACK;
HANSSON, 2006).

2.5 Neuro inflamacao e Alteragoes Cognitivas

O hipocampo tem menor resisténcia a alteragdes dos niveis de citocinas pro

inflamatorias que causam alteragdes na plasticidade sindptica e inibem a neurogénese. (MELO;
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SANTOS; FERREIRA, 2019). A neurogénese ¢ um processo de diferenciacdo e proliferacao de
células tronco do hipocampo em neuronios, sendo essencial para a manutencao das atividades
cognitivas (POULOSE et al., 2017). Além de estar relacionado ao aprendizado € memoria, o
hipocampo também tem papel importante no consumo alimentar — que ¢ influenciado pelo
consumo de alimentos ricos em acidos graxos saturados e agucares (NOBLE; KANOSKI,
2016). O hipocampo ¢ rico em receptores de insulina e do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF 1), que propiciam a neurogénese e a sinaptogénese e, portanto, a alteragdo na
funcdo desses receptores devido a exposi¢ao precoce a dietas ocidentais ¢ uma hipotese para os
prejuizos cognitivos (NOBLE et al., 2021). Ademais, testes comportamentais, aplicados em
roedores, evidenciaram que a dieta rica em agucares e/ou gorduras estdo associadas com uma
piora nas tarefas que necessitam da atividade do hipocampo, mesmo em um curto espacgo de
tempo, como dias (ABBOTT et al., 2019).

Estudos em ratos expostos ao consumo de dietas ricas em gordura (60%), apresentaram
um prejuizo na sinalizacdo da insulina e um aumento de citocinas pré inflamatdrias no
hipocampo como IL 1-B, TNF-Alfa e IL-6, além de prejuizos na memoria espacial — a partir do
teste Morris Water Maze — concomitante ao aumento de TNF-alfa sérico e no hipocampo,
ativacao de microglias e da reducao de ramificagdes e complexidade dendritica. O consumo de
acidos graxos saturados, associado a um baixo consumo de PUFA’s também esta relacionado a
um risco de piora na fun¢do cognitiva, evidenciando que processos inflamatdrios neuroldgicos,
assim como uma resisténcia a insulina no cérebro, podem estar relacionados a um desequilibrio
nutricional (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2019). Ja o consumo de dietas ricas em agucares
demonstrou um impacto negativo em tarefas comportamentais que envolviam tomada de
decisdo, assim como dietas ricas em agucares, gorduras saturadas e colesterol apresentaram
niveis aumentados de citocinas pr6 inflamatérias e uma reducdo nos niveis do Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) na prole de fémeas alimentadas com dieta rica em
gorduras (WITEK; WYDRA; FILIP, 2022).

O BNDF ¢ uma neurotrofina responsavel pela neurogénese e plasticidade sinaptica e ¢
expressa, principalmente, no hipocampo e no cortex cerebral, sendo que sua expressdao no
hipocampo ¢ necesséria para os processos associados ao aprendizado e memoria. Assim, a
exposicao precoce a dietas ricas em gorduras ou agucares simples pode prejudicar o
aprendizado e a memoria. (NOBLE; KANOSKI, 2016). Estudos apontam que o consumo de
sacarose por criangas, por volta dos 6 anos de idade, foi associado a comportamentos
impulsivos, sintomas de déficit de atencdo e hiperatividade (WITEK; WYDRA; FILIP, 2022).

Adicionalmente, a exposi¢ao de individuos desde a gestacao até a adolescéncia — fases cruciais
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de desenvolvimento — a dietas ocidentais pode contribuir com o desenvolvimento de alteragdes
neurocognitivas como ansiedade e aumento da busca por recompensas (TSAN et al., 2021).
Estima-se que a partir de 12 semanas, o consumo de dietas ricas em gorduras, sdo capazes de
gerar uma piora da cognicdo associado a inflamacdo, estresse oxidativo, hiperatividade
microglial, morte de neurdnios, displacidade sindptica e perda da coluna dendritica no
hipocampo e, também, a um declinio cognitivo mais acelerado (SAIYASIT et al., 2020)
(MCGRATTAN et al., 2019).

Dada a abundancia de estudos em relacao a dietas obesogénicas ricas em agucares ¢
gorduras simples e seus impactos em diversos tecidos, nosso estudo busca avaliar se ha
diferengas qualitativas entre dietas isocaldricas ricas em agucares simples ou gorduras saturadas
no desempenho cognitivo de camundongos e por quais mecanismos essas diferencas ocorrem
por meio da analise de marcadores glicometabdlicos, inflamatorios e de estresse oxidativo apos

8 semanas de intervencao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar e comparar as deficiéncias neuro cognitivas relacionadas a funcao de
aprendizagem e memoria, alteragcdes metabolicas séricas e dano oxidativo cerebral em
camundongos C57BIl/6 submetidos ao consumo de dietas com alto teor de sacarose ou alto teor

de gordura saturada.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do consumo alimentar;

e Avaliar o desempenho cognitivo;

e Avaliar os mediadores glicometabdlitos séricos;

e Avaliar os biomarcadores de perfil redox cerebral;

e Avaliar a neuroinflamagao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais e delineamento experimental

O calculo amostral foi feito através do programa G*Power, levando em consideracdo a
existéncia de 3 grupos experimentais. O nivel de significancia adotado foi de 5% e o poder do
teste 0,95. O delineamento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFOP), sob o numero de protocolo 9100220322. Foram utilizados 18 camundongos
C57Bl/6 machos e recém desmamados. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, com 3 animais por caixa, mantidos em ambiente com condi¢des de temperatura,
luz, umidade controladas, e receberam racdo e 4dgua ad libitum, onde permaneceram por 8

semanas. Os animais foram distribuidos da seguinte forma:

Tabela 1 - Distribuicdo dos camundongos C57BI/6 nos grupos experimentais e caracterizacio da dieta ofertada.

Valor Calérico NuUmero de

g Dieta (Kcal/100g)  animais (n)
AIN-93M
4,1% do valor energético total
Controle (C) proveniente do 6leo de soja. 379,4 Kcal 6

67.5% do valor energético total
proveniente do amido de milho.

70% do valor energético total

High Sugar (HS) proveniente da sacarose. 379,4 Keal 6
30% do valor energético total
High Fat (HF) proveniente da banha de porco 439,4 Kcal 6

(gordura saturada).

Fonte: Elaborac&o propria, 2024.

As dietas foram oferecidas logo apds o desmame dos animais (21 dias), sendo que a
variacao energética total entre as dietas ndo ultrapassou 15% do VET total. Todas as dietas
ofereceram o percentual de 18 a 20% de proteinas, além das vitaminas e minerais essenciais
para o desenvolvimento adequado dos animais (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993),
diferindo-se apenas em relagdo a fonte de lipideos e de carboidratos. As dietas foram
confeccionadas na forma de pellets no Laboratorio de Nutricdo Experimental (LABNEX) e
armazenadas protegidas da luz, em temperatura de refrigeragdo (0 a 4 °C). A ingestao hidrica e

alimentar foi acompanhada duas vezes por semana. Apds 8 semanas, os animais foram
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submetidos a testes comportamentais e, no dia seguinte, foram anestesiados com ketamina e
xilazina e, posteriormente, eutanasiados por exsanguinagio. Soro e cérebro foram coletados e
armazenados a -80 °C para serem usados para a dosagem e avaliacio dos mediadores
metabdlicos, biomarcadores de dano oxidativo ¢ neuroinflamacdo. O delineamento

experimental foi esquematizado para melhor compreensdo na FIG. 2.

Figura 2 — Resumo do Delineamento Experimental.
.-» Contrale (C)

» High Sugar (HS)

> High Fat (HF)

iT=8

isemanas
Avaliagado do - Labirintoem Y
Desempenho e, > » Reconhecimento

Cognitivo de Objetos

- Avaliagao e Efeitos do Consumo Alimentar
« Avaliagédo de Estresse Oxidativo
Eutanasia e sasstnannsnansnannnsnsnnans iyl . Avalia(;:éo de Neuroinflamacéo

- Avaliagao de Alteragdes Metabolicas

¥

Fonte: Elaboragdo propria, 2024.

4.2 Testes Neurocognitivos

4.2.1 Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objeto (RO) ¢ utilizado em modelos animais para avaliagdao de
memoria e tem como principio a preferéncia dos roedores em explorar novos objetos. Para
aplicacdo desse teste, os animais foram colocados em um campo aberto - caixa acrilica
quadrada, onde, inicialmente o animal foi ambientado, na caixa vazia, na qual ficou livre para
explorar por cerca de 5 minutos. Apds a ambientacdo, foram dispostos dois objetos idénticos
em forma, cor e tamanho e os animais ficaram livres para explora-los e se familiarizarem por
20 segundos ou 10 minutos. Apos 6 horas, na fase do teste, propriamente dita, um dos objetos

¢ substituido por um novo e disposto em conjunto com o outro que ja era familiar para o animal,
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como apresentado na FIG. 3. O teste se encerra quando o tempo de explora¢do de cada objeto
chega a 10 segundos ou apds 10 minutos, sendo registrado o tempo de exploracdo em cada
objeto (LEGER et al., 2013). O resultado foi calculado da seguinte forma: Indice de
Reconhecimento = (Tempo de explorag¢do do objeto novo — tempo de exploragdo do objeto

familiar) / (Tempo de exploragdo do novo objeto + tempo de exploragdo do objeto familiar).

Figura 3: Teste cognitivo de Reconhecimento de Novo Objeto.

A
)
L
E; a2
o
OO? .

Fonte: Elaboragdo propria, 2024.

4.2.2 Teste Labirinto em Y

Esse teste ¢ utilizado para avaliar a memoria a curto prazo e o aprendizado visual e
espacial dos camundongos, e tem como base a tendéncia a exploracdo dos roedores.
(KRAEUTER; GUEST; SARNYALI 2019). Cada animal foi colocado na extremidade de um
braco do labirinto na forma de Y e pode se mover livremente pelo labirinto por 5 minutos. O
animal, entdo, foi colocado em um dos bragos do labirinto, de frente para o centro (FIG. 4). O
sucesso do teste ¢ considerado quando o camundongo entra em trés bracos diferentes de forma
sucessiva, formando uma triade. O resultado final ¢ expresso em porcentagem. O resultado foi
calculado da seguinte forma: Alternagcoes espontineas (%) = [(n° alternagoes

espontdneas/total de entradas — 2) x 100)]
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Figura 4: Teste cognitivo Labirinto em Y.

120°

Fonte: Elaboragdo propria, 2024.

4.3 Avaliacao do Consumo Alimentar

4.3.1 Ganho de Peso Total, indice de Adiposidade, Coeficiente de eficiéncia alimentar

(CEA), Coeficiente de Ganho de Peso por Consumo Caldrico (CGPCC)

A avaliagdo dos efeitos do consumo foi realizada a partir das medidas do consumo
alimentar e pela pesagem dos animais que ocorria semanalmente. O consumo alimentar foi
obtido a partir da pesagem da ragdo colocada nas gaiolas e descontada das sobras da ultima
troca, dividida pelo nimero de animais nas gaiolas (n = 3). A partir desses dados, foram
calculados os demais parametros para andlise: Ganho de peso (g): (Peso inicial — Peso final),
aumento de tecido adiposo pelo Indice de Adiposidade (%): [(gordura total/peso corporal final)
x 100], eficiéncia do ganho de peso pelo CEA: [(Peso final (g) - Peso inicial (g)) / Quantidade
total de ragdo ingerida no periodo experimental (g)] e, por fim, a relagdo entre o ganho de peso
pelo teor energético da dieta CGPCC = ganho de peso (g)/ quantidade alimentar calorica
ingerida (Kcal).

4.4 Dosagens Bioquimicas

4.4.1 Glicose, Triglicérideos e Colesterol Total

As amostras utilizadas para andlise sérica foram coletadas durante a eutanasia pelo

método de pungao cardiaca e foram utilizadas para a dosagem de glicose, colesterol total e TAG,
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através de kits comerciais dos laboratorios LABTEST®, de acordo com instru¢des do

fabricante (Lagoa Santa, MG, Brasil).

Glicose: A glicose sanguinea foi determinada a partir de um sistema enzimatico, no qual
a glicose oxidase catalisa a oxidagdo da glicose em acido gluconico e perdxido de
hidrogénio. O peroxido formado reage com 4-aminoantipirina ¢ fenol, sob agdo
catalisadora da peroxidase, formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja
intensidade ¢ proporcional a concentragdo da glicose na amostra e pode ser lida em
espectrofotometro.

Triglicerideos: A dosagem sanguinea de TAG foi obtida pelo sistema enzimatico no
qual ha a hidrdlise dos TAG liberando glicerol, que ¢ convertido, em glicerol-3 fosfato.
Este ¢ oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio. Em seguida, o peroxido de
hidrogénio, reage com a 4-aminoantipirina e 4-clorofenol e produz quinoneimina de cor
vermelha, proporcional a concentra¢do dos TAG na amostra, cuja absorbancia pode ser
quantificada por meio de espectrofotometro.

Colesterol Total: A dosagem sanguinea do colesterol total foi obtida pelo sistema
enzimatico no qual os ésteres de colesterol sdo hidrolisados a colesterol livre e acidos
graxos. O colesterol livre ¢ oxidado a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na
presenga de peroxido de hidrogénio, Fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando
a antipirilquinonimina de cor vermelha, diretamente proporcional a concentragdo do
colesterol na amostra, cuja absorbancia pode ser quantificada por meio de

espectrofotometro.

4.4.2 Insulina

A insulina foi obtida a partir do teste imunoenzimatico ELISA, sendo assim, apos a

lavagem da placa com solucdo de Wash Buffer, adicionou-se 10uL de Assay buffer aos pogos

das amostras e do branco. Em seguida, adicionou aos pogos da curva 10uL de cada padrao,

10uL de cada controle QC1 e QC2 nos pogos de controle e 10uLL de amostra nos respectivos

pocos. Posteriormente, foi colocado em todos os pocos 80uL do anticorpo de detecgdo e a placa

foi coberta com selador e incubada durante 2 horas, em temperatura ambiente, no agitador de

placas em velocidade moderada (400 a 500 rpm). Em seguida, as solug¢des foram descartadas e

cada poco foi lavado trés vezes e adicionado 100uL de solucdo enzimatica. A seguir, a placa foi
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coberta, selada e incubada durante 30 minutos em temperatura ambiente, também no agitador
em velocidade moderada. As solucdes das placas foram, novamente, descartadas, e cada pogo
lavado 6 vezes com 300uL de Wash buffer. Posteriormente, foi adicionado 100uL de substrate
solution em todos os pogos ¢ a placa foi selada e incubada por 5 a 20 minutos, nas mesmas
condi¢des anteriores. O selador foi retirado e se adicionou 100uL de solugdo stop, balangando
a placa para misturar as solugdes e a leitura foi realizada a uma absorbancia de 450nm e de

590nm.

e Indice de Resisténcia a Insulina (HOMA IR)
A avaliacdo da resisténcia a insulina foi obtida por meio do HOMA IR utilizando-se os
valores de glicose e insulina obtidas pela analise bioquimica da seguinte forma: HOMA

IR = [(insulina de jejum x glicose em jejum /22,5]

4.4.3 Acido Tiobarbitirico (TBARs)

Acido tiobarbitarico (TBA) é um composto capaz de se ligar a lipideos que sofreram
oxidagdo, o que permite, assim, a analise da peroxidagao lipidica por meio da quantificagao de
TBARs em espectrofotdmetro. (DRAPER et al., 1993). Para tal, 100mg de tecido cerebral
foram homogeneizados em ImL de tampao Tris HCIL, na concentracio de 20 nM e o
homogenato foi centrifugado a 4°C a 10.000 rpm durante 10 minutos. Apo6s a centrifugacgao,
0,5mL do sobrenadante foi retirado e misturado com 0,25mL de 4cido tricloroacético (TCA)
(28% p/v em HCI 0,25 N), 0,25 mL de 4cido tiobarbiturico (TBA) (1% de acido acético 0,25
N) e 12,5 mL de butil hidroxitolueno (BHT) (125 mM em etanol) aquecido por 15 min a 95°C
e colocado em banho de gelo. Em seguida, foi transferido 0,6 mL dessa mistura para um tubo e
adicionados 0,6 mL de butanol. Os tubos foram agitados e centrifugados a 4°C, 10000 rpm,
durante 10 minutos, e o sobrenadante foi retirado (200 puL) e colocado em microplaca com 96
pocos para leitura em espectrofotometro a 535 nm. A concentragdo de TBARS foi determinada
baseada na equagdo da reta, segundo a lei de Lambert Beer, onde foi utilizado 1,3,3-

tetrametoxipropano (TMP) como padrao. Os resultados sdo expressos em nmol/mg de proteina.

4.4.4 Proteina Carbonilada:

E um marcador da oxidacdo de proteinas por ER's. Os compostos carbonilicos foram

mensurados utilizando o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Neste método, o DNPH reage com
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grupos carbonilicos gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser avaliada por
espectrofotometria (LEVINE et al., 1994). Para tal, utilizou-se uma amostra de 200 mg de
tecido cerebral homogeneizado em 1 mL de tampao fosfato 50 mM, (pH 6,7). Apos a
homogeneizac¢ao, o material foi centrifugado a 10000 rpm a 4°C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e 500 uL da amostra foram adicionados em um tubo adicionado de
500 pL de acido tricloroacético (TCA) (10%). O tubo foi agitado em vortex e, em seguida,
centrifugado a 5000 rpm a 4°C, por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e foi adicionado
ao precipitado 500 uL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), seguido de agitagao em vortex.
Apbs, o tubo foi incubado a temperatura ambiente, protegido da luz, por 1 hora. Durante o
periodo de incubacdo foi feita agitacdo em vortex a cada 15 minutos. Em seguida, foi
adicionado, novamente, 500 pL de TCA 10%, e feita agitacdo em vortex, seguida por uma
centrifugacdo a 5000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado foi lavado com 1000 pL etanol-acetato de etila (1: 1 v/v), duas vezes. Apds a
lavagem, o precipitado foi dissolvido em 1000 pL SDS a 6% e centrifugado a 10.000 rpm a
4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi levado para leitura em espectrofotometro em
comprimento de onda de 370 nm. O resultado foi obtido da seguinte forma: Proteina

carbonilada (nmol/ml) = (Absorbdncia/ 22000 M.L-1.cm-1(¢)) x (1000000/Volume da Amostra)

4.4.5 Grupamentos Sulfidrilas (SH)

Os grupos sulfidrilas ou tidis sdo grupamentos compostos por uma juncao de atomos de
hidrogénio e de enxofre, que formam uma ligacdo do tipo tiol. Esse grupamento estd presente,
principalmente, na cisteina e ¢ importante para as reacdes de reducdo e oxidagdo que auxiliam
na neutralizacdo de ERO's. Para avaliacdo desse biomarcador, o homogenato foi feito com
100mg de tecido cerebral e ImL de tampao Tris-HCL (0,2M), homogeneizado em baixa rotagao
por 1 minuto e, em seguida, colocado no gelo por 30 segundos. Esse procedimento foi realizado
duas vezes. A solugdo padrio foi preparada com solucdo padrao de L-cisteina, que foi obtida
por 950uL da solugao de TEA a 0,02M, homogeneizada com 50uL da solucdo inicial de L-
cisteina (12 mg de L-cisteina diluida em 4 mL da solu¢dao de TEA). Apds o preparo das amostras
e curva, os tubos foram centrifugados a 1.300 rpm durante 15 minutos em temperatura
ambiente. Apos a centrifugagdo, 800 uL do sobrenadante foram retirados e transferidos para

uma cubeta de quartzo de ImL para serem lidas a 412 nm no espectrofotometro.

4.5 Ensaio Imuno Enzimatico: Marcadores Inflamatorios
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A dosagem de IL-6, IL-10 e TNF-a foi realizada a partir da homogeneizagao de tecido
cerebral pelo método de ensaio imuno enzimatico (ELISA) de acordo com os kits (Pepro Tech,
Ribeirdo Preto, Brasil). O ensaio foi realizado em placas com pogos, onde cerca de 100uL de
anticorpos monoclonais foram adicionados a proteina de interesse. A amostra de cérebro foi
diluida em solucdo salina tamponada com PBS a 0,1% de soro bovino fetal e incubada por 12
horas em temperatura ambiente. A leitura da coloracao foi realizada em um leitor ELISA a um
comprimento de onda de 490nm. A quantificagdo das citocinas foi quantificada pelo Software

SOFTMAX PRO 4.0 e o resultado obtido em picogramas por mililitro (pg/mL).

4.6 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados
que apresentaram distribuicdo normal, e foi realizada uma analise de variancia unidirecional
ANOVA one-way, seguida pelo pos-teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo. J4, aqueles que ndo seguiram o padrdo de normalidade, foram analisados de
acordo com o Teste de Kruskal Wallis e pelo pos teste de Dunns, com os dados apresentados
em mediana e intervalo interquartil. Todas as analises estatisticas foram conduzidas usando o
software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA), e diferengas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao e Efeitos do Consumo Alimentar:

Tabela 2 - Avaliagdo dos parametros de consumo alimentar em camundongos submetidos ao consumo de dietas
HS (high sugar) e HF (high faf) por oito semanas.

Parametro Controle HS HF
Ganho de peso total (g) 7,373 £ 1,488° 7,048 + 1,4272 7,895 + 1,084 2
indice de Adiposidade (%) 4879 + 1,2512 4,807 +1,1882 5,632 + 2,185 2
CEA 0,043 £ 0,007 2 0,04 + 0,0082 0,046 + 0,007 2
CGPCC 0,011 £ 0,0022 0,010 £ 0,002 0,010 £ 0,002

Legenda: Os dados estdo expressos em média = desvio padrdo ¢ foram analisados pela analise de variancia one-
way ANOVA seguido do pods-teste de Tukey (n = 6). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os
grupos. CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar, CGPCC: Coeficiente de Ganho de Peso por Consumo Calorico.

Fonte: Elaboragao propria, 2024.

Na TAB. 2 estdo apresentados os dados associados a avaliagdo dos efeitos do consumo
alimentar, em que nao foram observadas diferencas significativas entre o ganho de peso total,
indice de adiposidade, CEA ou do CGPCC por consumo caldrico entre os grupos de intervengao
durante as 8 semanas. Estudos com camundongos C57BL/6 apds 12 semanas ja identificam um
maior ganho de peso e um maior indice de adiposidade no grupo alimentado com 60% de
gordura saturada industrializada em relagdo ao grupo controle (PEREIRA et al., 2018).
Entretanto, nesse mesmo periodo de tempo e teor de gordura saturada, outro estudo em
camundongos nao foi capaz de induzir o aumento de peso significativo (SIINO et al., 2021).
Apenas em aprox. 20 semanas, outro estudo com dieta similar favoreceu o ganho de peso nesses
camundongos (COLLINS et al., 2004).

Ademais, a auséncia de alteragdes nos indices de CEA e CGPCC demonstram,
respectivamente, que a quantidade de dieta consumida pelos animais nao foi o suficiente para
causar um aumento no peso corporal e que o teor calérico consumido também ndo induziu o
ganho de peso nos grupos que receberam dietas high sugar e high fat. Assim, podemos concluir
que a dieta por si s6 ndo favoreceu um aumento no consumo alimentar e que o VET ofertado
por meio da dieta produzida estava adequado para a manutengdo do peso dos animais. Esse
resultado ja era esperado, pois o objetivo do nosso trabalho ndo era causar ganho de peso ou
obesidade nos animais, mas sim, avaliar o efeito qualitativo da dieta. Como as duas intervengdes

propostas possuiam valores caloricos similares e apenas variagdes no percentual de
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contribui¢cdo energético entre os macronutrientes (carboidratos e gorduras), pode-se perceber
que a alteracdo dos macronutrientes nao foram suficientes para induzir a lipogénese e ganho de

tecido adiposo de forma significativa no tempo estabelecido pelo estudo.

5.2 Avaliacdo de alteracoes Metabolicas: Glicose, Insulina, Colesterol Total e

Triglicerideos

Tabela 3 - Avaliacdo dos parametros glicometabolitos séricos em camundongos submetidos ao consumo de dietas

HS (high sugar) e HF (high fat) por oito semanas.

Dosagens Controle HS HF
Glicemia (mg/dL) 205,40 + 3,052 210,40 +1,27° 205,4 £0,72°
Insulina (ng/mL) 0,6406 + 0,152 0,5828 + 0,072 0,7239 + 0,112

HOMA IR 4,963 +1,16° 5974 +1,22% 6,172 £1,02%

Colesterol Total (mg/dL) 87,75 + 16,42% 96,83 £ 11,022 91,83 + 19,64%
Triglicerideos (mg/dL) 36,77 = 10,98% 36,00 £ 12,422 40,10 + 9,09%

Legenda: Os dados estdo expressos em média + desvio padrao e foram analisados pela analise de variancia one-
way ANOVA seguido do poés-teste de Tukey (n = 6). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os

grupos. Fonte: Elaboragao propria, 2024.

A glicemia ¢ uma analise bioquimica que revela a concentragdao plasmatica de glicose
no sangue. Ela ¢ utilizada para avaliagdo do metabolismo de carboidratos, evidenciando a
capacidade do organismo de regular os niveis de glicose extracelular. Niveis aumentados de
glicose indicam, principalmente, quadros de pré-diabetes, diabetes tipo 1 ou diabetes do tipo II.
O grupo high sugar foi o inico grupo que apresentou uma elevacao significativa (P = 0,0013)
dos niveis de glicemia em relagdo ao grupo controle. Isso se deve ao alto teor dietético de
sacarose (70% do VET) consumido por esse grupo por meio da dieta rica em aglicares. J& o
grupo high fat ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao grupo alimentado com a
dieta controle. Um estudo com camundongos C657B/6J, alimentado por 8 semanas, com uma
dieta considerada com teor moderado (45%) de gordura alcancou diferengas significativas na
glicemia, em relacdo ao grupo controle (ARNOLD et al., 2014), assim como o estudo de
(SIINO et al., 2021) em camundongos alimentados com dieta high fat (5.2kcal/g) por 12
semanas. Tais achados sugerem que um maior teor de gordura da dieta e/ou um maior tempo de
exposicao sao fatores que impactam, de forma expressiva, os resultados obtidos, sejam

isoladamente ou em conjunto. Ademais, o grupo high fat apresentou niveis significativamente
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mais baixos (P =0,0013) de glicemia em relacdo ao grupo high sugar, o que pode ser explicado
pelo menor teor de carboidratos simples (dissacarideos) na dieta.

A insulina sérica ¢ um marcador bioquimico que indica a produgao deste hormonio pelas
células beta pancredticas. Seus niveis sdo elevados em casos de resisténcia a insulina e de
diabetes tipo II, de acordo com o aumento no consumo de carboidratos quanto por prejuizos
nos mecanismos de sinalizagdo hormonal causados pela dieta rica em gorduras saturadas. Em
relagdo aos valores séricos de insulina, ndo se observou diferencas significativas entre os grupos
high sugar e high fat em relagdo ao grupo controle. Em concordancia, estudos que utilizam
dietas ricas em gorduras para indugdo de resisténcia a insulina, além de utilizarem um maior %
de gorduras (60% do VET), também oferecem a dieta aos animais por tempos de 8 a 10 semanas
(SHU et al., 2021) (XIA et al., 2022). Com base nos resultados obtidos de glicemia e insulina,
a avaliagdo de resisténcia a insulina (HOMA IR) também ndo evidenciou diferencas
significativas entre os grupos. A resisténcia a insulina sé poderia ser evidenciada caso houvesse
hiperglicemia acompanhada de hiperinsulinemia, caracterizando uma maior dificuldade na
sinalizagdo da insulina e, consequentemente, uma maior liberacdo hormonal. Porém, isso nao
foi observado entre os grupos, portanto, ndo foi observada essa alteragdo metabdlica no tempo
estabelecido para a intervencao dietética.

Ja o experimento de (LIU et al., 2014) evidencia um aumento significativo nos niveis
de insulina e glicose plasmaticos e também na resisténcia a insulina em camundongos
C57BL/6J alimentados por 20 semanas com dieta Aigh fat com 42% do valor calérico advindo
de lipideos. O tempo dos experimentos e o maior teor de lipidios quando comparado com nosso
estudo - que optou por uma concentracdo de 30% do valor caldrico - podem contribuir para
acelerar o desenvolvimento de efeitos metabolicos. E importante notar que optamos por usar
apenas 30% do VET para evitar que nossa dieta se tornasse low carb. Isso ocorreria se houvesse
um aumento nos lipidios e uma redugdo nos carboidratos na mesma dieta, o que poderia
introduzir um viés confundidor. Além disso, aumentar o percentual da fonte lipidica resultaria
em um aumento significativo nas calorias da dieta HF em comparac¢ao com a dieta HS, o que
também poderia gerar um viés de confusdo.

As dosagens de colesterol total e TAG avaliam, respectivamente, a quantidade de
colesterol nas particulas de lipoproteinas (LDL, HDL ¢ VLDL) e a quantificacdo dos TAG
séricos - moléculas de armazenamento energético. Nesses marcadores, também nao foi
observado uma diferenca estatistica entre os grupos de interveng¢do e o grupo controle. A
auséncia de aumento significativo da insulina nos dois grupos dietéticos, nos auxilia a

compreender o porqué ndo ha alteragdo também nos marcadores descritos acima. A lipogénese
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¢ induzida pelo estimulo da insulina no figado, apds o consumo excessivo de substratos
energéticos, como nossa intervencao dietética ndo foi destinada para o superavit calorico, e a
acdo da insulina nao foi significativa entre os grupos, também ndo seria esperada a alteragao
nas moléculas de armazenamento energético e de colesterol.

Ademais, a revisdo de (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007) destaca
a falta de padronizacao dietética em estudos com animais, especialmente no que diz respeito as
dietas high fat. A origem da fonte lipidica, como banha de porco caseira ou industrial, gordura
hidrogenada ou dieta de cafeteria, pode contribuir de maneiras variadas para os desfechos
metabolicos, o que torna essencial considerar essas varidveis ao interpretar os resultados. Outro
aspecto, também evidenciado pela mesma revisdo, ¢ o fato de os estudos serem realizados,
predominantemente em ratos, pelas suas vantagens fisicas, fazendo com que os resultados
obtidos pela literatura estejam relacionados a esse roedor. Por exemplo, o estudo em ratos, de
(AUBERVAL et al., 2014), tratou seu grupo experimental com dieta high fat (Western RD diet)
por 2 meses - tempo similar ao nosso estudo - e encontrou alteragdes significativas no
metabolismo da glicose e um aumento de TAG. Isso, associado a uma falta de padronizaga@o nas

dietas ofertadas, pode contribuir com as diferengas entre os estudos experimentais.

5.3 Avaliacao de Estresse Oxidativo Cerebral

Grafico 1 - Marcadores redox em cérebro de camundongos expostos a diferentes padrdes de dieta por oito
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Legenda: (A) TBARS (B) Proteina Carbonilada (C) Grupo Sulfidrila. Os dados estdo expressos em média + desvio
padrio e foram analisados pela analise de variancia one-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey (n = 6). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos. C: controle; HS: High Sugar; HF: High Fat. Fonte:

Elaboracao propria, 2024.
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Os resultados do GRAF. 1 mostram os biomarcadores de peroxidacdo lipidica (painel
A) e carbonilagdo proteica (painel B). Em relacdo a peroxidacao lipidica (TBARS) cerebral,
tanto o grupo high sugar quanto o high fat apresentaram um aumento significativo no aumento
da oxidagdo de estruturas lipidicas. Isso pode ser explicado pois dietas do tipo high fat
aumentam o consumo de gorduras como fonte de ATP, por meio da beta oxidag¢do de acidos
graxos livres, e com isso, ha o aumento do fluxo de elétrons na cadeia respiratéria e,
consequentemente, maior producao de ER's (TAN; NORHAIZAN, 2019, ZHANG et al., 2009).
Ja em relacdo a dieta rica em acgtcar, além do aumento de ERO’s o estado hiperglicémico no
cérebro favorece o aumento da resisténcia a insulina local e o estresse oxidativo, (YONAMINE
et al., 2023), evidenciado pelo aumento significativo da peroxidagdo lipidica cerebral dos
camundongos.

Nao foram observadas alteracdes significativas na carbonilagdo de proteinas entre os
grupos experimentais conforme demonstrado na GRAF 1B. E possivel que o periodo de 8
semanas nao tenha sido adequado para induzir mudangas significativas na carbonilagdo de
proteinas. Em contrapartida, um estudo de (WANG ef al., 2014) mostrou que no cérebro de
ratos Wistar, 6 semanas de dieta rica em gorduras e colesterol (10% do VET na forma de banha
de porco e 10% do VET de gema de ovo em p6) foram o suficiente para evidenciar um aumento
significativo de proteinas carboniladas em relagdo ao grupo controle. Assim como o estudo
desenvolvido por (KO et al., 2019), que observou um aumento significativo de proteinas
carboniladas e TBARS no cérebro de camundongos C57Bl/6J submetidos a dieta high fat (45%
do VET total) por 11 semanas. Esses achados, embora contrarios aos nossos resultados,
ressaltam o grande numero de varidveis presentes em experimentos com animais, sendo a
padronizagdo das dietas, o tempo de exposicao e o tipo de roedor utilizado nos delineamentos,
alguns dos fatores mais predominantes.

O grupamento sulfidrila representa a dosagem de compostos que apresentam os residuos
aminoacidicos do tipo tiol (-SH). Esse grupo de moléculas € essencial para o equilibrio redox,
uma vez que sdao capazes de atuar como protetores celulares contra o estresse oxidativo
(EGBUJOR et al., 2022). Apesar do aumento de TBARS induzido pelas dietas high fat e high
sugar, nao houve uma diminuicdo significativa desses grupamentos sulfidrilas e,
consequentemente, da capacidade antioxidante desse tecido em relagdo ao grupo controle
(GRAF. 1C). Desse modo, podemos observar que o dano oxidativo ndo foi suficiente para
comprometer a resposta antioxidante cerebral, levando em consideragdo o tempo de intervengao
e o perfil dietético. No entanto, ¢ importante destacar que a dosagem de grupamentos sulfidrilas

¢ apenas um dos métodos possiveis para avaliar o perfil antioxidante de um tecido. Neste
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estudo, ndo foi investigada a atividade de enzimas antioxidantes como SOD, catalase e
glutationa peroxidase, que desempenham um papel crucial na manutencdo da homeostase
redox. Portanto, para uma compreensdo mais abrangente do perfil redox cerebral, mais
experimentos precisam ser realizados. Outro aspecto a ser considerado ¢ a composicao das
células cerebrais, que sdo ricas em PUFAs e necessitam dos mesmos para a comunicagao por
meio de impulsos nervosos. Nossos resultados corroboram com a literatura ao observarmos
uma maior lipoperoxidagao lipidica, enquanto ha uma auséncia de significados relevantes em
relagdo a oxidagdo proteica. Porém, nao podemos afirmar se o aumento de TBARS nos dois
grupos dietéticos foi devido a uma maior susceptibilidade ou a uma maior abundancia de acidos
graxos no cérebro, ou pela associacao dos dois fatores. O que se pode observar € que, ha uma
predisposicao a um dano oxidativo lipidico no cérebro e que o dano proteico, talvez necessite

de um consumo a longo prazo para ser evidenciado.

5.4 Avaliacao de Marcadores Inflamatorios Cerebrais

Grifico 2 - Marcadores inflamatdrios no cérebro de camundongos expostos a diferentes padrdes de dieta por oito
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Legenda: (A) IL-6 (B) TNF (C) IL-10. Os dados estdo expressos em (A) mediana e intervalo interquartil ¢ (B e
C) média + desvio padrio e foram analisados pelas analises de variancia (A) Kruskal-Wallis Test seguido de pos -
teste de Dunns (B e C) one-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey (n = 6). Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre os grupos. C: controle; HS: High Sugar; HF: High Fat. Fonte: Elaboragdo propria,
2024.

No cérebro, a IL-6 ¢ produzida por astrocitos e pela micréglia e esta relacionado tanto
a neurogénese quanto a morte celular, sendo importante para a saide do SNC, de forma que um
desequilibrio em sua produgdo pode contribuir para efeitos danosos (GREBENCIUCOVA;
VANHAERENTS, 2023). O GRAF. 2A demonstra um aumento significativo de IL-6 no tecido
cerebral de camundongos que receberam a dieta high sugar em comparagdo ao grupo controle
(p = 0,0250). J4 em relagdo a dieta high fat, comparada ao grupo controle, ndo houve aumento
significativo dessa citocina. Estudo com camundongos alimentados com dieta rica em gordura
(60% do VET total) por 30 semanas, ao contrario do nosso estudo, demonstram um aumento
significativo de IL-6 no hipocampo desses animais, assim como de TNF-a (LEE et al., 2024).
Esse resultado parece estar relacionado ao consumo prolongado desse tipo de dieta, pois outro
delineamento de 16 semanas com camundongos alimentados com gorduras saturadas advindas
de banha de porco, observou o aumento significativo de TNF-a e também de IL-6 (PISTELL et
al., 2010).

O GRAF. 2B aponta para as concentragdes de TNF-o0, que foram significativamente
aumentadas nos dois grupos de interven¢do dietética em comparagdo ao grupo controle. Os
niveis de TNF-a no hipocampo também se elevaram significativamente em estudos de curto

prazo (de 3 a 10 dias) em que camundongos foram alimentados por dietas ricas em gorduras
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saturadas (£ 30% do VET total) provenientes de banha de porco (NAKANDAKARI et al.,
2019). Essa alteragdo também foi observada em ratos alimentados por dieta rica em banha de
porco (60% do VET total) por 3 dias (ALGHAMDI, 2021). Esse marcador se mostra sensivel
a alteragdes a curto prazo, pois um estudo com 2 semanas em ratos alimentados com dieta rica
em frutose (30% do VET), observou um aumento de TNF-a no hipocampo de ratos jovens e
adultos anterior a mudangas na composic¢ao corporal (CIGLIANO et al., 2018). Um excesso de
TNF-0 no SNC aumenta o processo inflamatério e também esta associado a um declinio
cognitivo e alteracao nos processos de memoria e aprendizado (BAUNE et al., 2012).

Por fim, ndo houve alteragdes significativas nos niveis de IL-10 induzidos pelas dietas
high sugar ou high fat (GRAF. 2C). Essa citocina ¢ reconhecida por seu papel regulatdrio nos
processos inflamatorios, agindo como uma citocina imunossupressora. No SNC, ela € liberada
pela microglia e age na manutengdo dos tecidos e o controle inflamatorio (PORRO;
CIANCIULLI; PANARO, 2020). Um estudo com dieta high fat obesogénica (60% do VET)
por 7 semanas, corrobora com nossos achados e ndo identifica alteracdes significativas nos
niveis de IL-10 no cortex cerebral de ratos Wistar. Vale destacar que a avaliacdo de citocinas
imunoregulatorias e com a¢do anti-inflamatoria ndo ¢ amplamente presente nos estudos, o que
prejudica um real entendimento do processo inflamatorio cerebral para além do aumento do

estimulo pro inflamatorio.

5.5 Avaliacao do Desempenho Cognitivo

Grafico 3 - Analise do desempenho cognitivo de camundongos submetidos a diferentes padroes de dietas por oito
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Legenda: (A) Teste de Labirinto em Y (B) Teste de Reconhecimento de Novo Objeto (C) Teste de Campo Aberto.

Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo e foram analisados pela analise de variancia one-way ANOVA
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seguido do pos-teste de Tukey (n = 6). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos. C:

Controle; HS: High Sugar; HF: High Fat. Fonte: Elaboragéo propria, 2024.

O GRAF. 3A, mostra os resultados do teste do labirinto em Y, o qual € usado para avaliar
a memoria espacial de curto prazo, observando o interesse dos camundongos em explorar os
bracos do labirinto que nao foram visitados anteriormente. Camundongos que demonstram uma
menor porcentagem de alternancia entre os bragos do labirinto indicam um déficit na memoria
espacial, refletindo um comprometimento na fun¢do do hipocampo. (KRAEUTER; GUEST,;
SARNYALI, 2019). Ja o teste do reconhecimento de novos objetos (GRAF. 3B) ¢ um teste que
advém, exclusivamente, do interesse dos roedores pela exploracdo de novos objetos, ou seja,
para tal tarefa ¢ essencial que esse animal tenha a capacidade (memoria) de se lembrar do objeto
conhecido previamente (LEGER et al., 2013). Desse modo, animais com baixo indice de
reconhecimento, ndo foram capazes de distinguir o objeto conhecido do novo objeto, o que
indica um prejuizo nas conexdes cerebrais associadas a memoria e ao reconhecimento.

O grupo alimentado com dieta rica em agucares obteve um menor desempenho
neurocognitivo, tanto no teste do labirinto em Y, quanto no teste de reconhecimento de novo
objeto, em relagdo ao grupo controle. Dessa forma, entende-se que houve prejuizo na memoria
espacial de curto prazo e de reconhecimento de novos objetos e, consequentemente, um déficit
neurocognitivo. Esses resultados podem ser justificados por uma possivel reducdo nos niveis
de BDNF induzido pela dieta rica em aglcares e, portanto, um comprometimento da
neurogénese e neuroplasticidade dos camundongos. (POULOSE et al., 2017). Entretanto, para
confirmarmos esta hipotese devemos realizar a dosagem de BDNF no hipocampo destes
animais. Um delineamento experimental que submeteu ratos a um consumo restrito de solugao
de glicose, por 2 horas por dia, também evidenciou uma redugdo significativa nos testes
neurocognitivos como reconhecimento de local e reconhecimento de objeto e local, porém nado
apresentou redugdo significativa no desempenho cognitivo no teste de reconhecimento de um
novo objeto (ABBOTT et al., 2016).

Por outro lado, o grupo de animais alimentados com dietas ricas em gorduras nao
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao grupo controle nos testes de desempenho
cognitivo. Outros estudos com avaliacao de efeitos cognitivos em camundongos C657B/6J,
submetidos a dieta high fat por duas semanas, apesar de utilizarem um maior teor de gordura
na dieta (60% do valor caldrico total), também ndo alcangaram resultados significativos no teste
de reconhecimento de novo objeto (MCLEAN et al., 2018). Um estudo com camundongos

C657B/6J, alimentado por 8 semanas, com uma dieta considerada com teor moderado (45% do
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valor calorico total) de gorduras, apresentou prejuizos significativos na proporcao de alteragdes
espontaneas dos camundongos submetidos ao teste do labirinto em T (ARNOLD et al., 2014).
Ambos estudos, apresentaram maiores propor¢des de gordura na dieta e também nao
especificaram o tipo de gordura utilizado, o que poderia justificar os resultados controversos.
Analisando os resultados em conjunto, podemos inferir que, apds 8 semanas de exposi¢do a
dietas obesogénicas, apenas a dieta rica em sacarose induziu alteragdes cognitivas nos animais.
Isso sugere que uma quantidade maior de lipidios na dieta pode ser necessaria para induzir
mudangas cognitivas dentro da mesma janela temporal. A O GRAF. 1C indica que nao houve
diferenca significativa entre os grupos em relacao a distancia percorrida. Este teste € utilizado
como um controle para avaliar as capacidades motoras dos animais e confirma que as alteragdes
cognitivas observadas no grupo HS foram devido a prejuizos cognitivos € ndo por uma menor

atividade motora dos animais.
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Figura 5: Resumo dos resultados obtidos com a dieta High Sugar e High Fat por § semanas.
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Fonte: Elaboragao propria, 2024.

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho, resumidos na FIG. 5 indicam que, antes
mesmo de alteracdes metabolicas significativas ou do aumento expressivo de peso e tecido
adiposo, ja ocorre um comprometimento cognitivo em animais alimentados com dietas ricas
em sacarose por 8 semanas. Observou-se que esse padrao dietético aumentou a glicemia,
aumentou os niveis de TBARS no cérebro, assim como os niveis de citocinas pré inflamatorias
como o0 TNF-a e IL-6. Em contrapartida, os resultados obtidos com a dieta rica em banha de
porco ndo demonstraram o mesmo impacto cognitivo, apresentando apenas um aumento de

TBARS e TNF-a. Nesse sentido, 8 semanas foram suficientes para desencadear alteragdes
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especificas no tecido cerebral, mas insuficientes para evidenciar as demais alteragdes
metabolicas esperadas com esse padrdo dietético. Dessa forma, podemos concluir que a dieta
rica em sacarose tem um maior potencial para piorar o desempenho cognitivo a curto prazo em
comparagao com a dieta rica em banha de porco.

Uma hipdtese que pode ser utilizada para diferenciar a agdo desses dois macronutrientes
nos efeitos cognitivos ¢ uma possivel agao da microbiota intestinal como facilitadora do estresse
oxidativo e inflamagao cerebral e que, portanto, pode corroborar com a piora no desempenho
cognitivo. Porém, para avaliar essa hipdtese seria necessario analises de microbiota para
constatar se houve uma disbiose induzida pela dieta rica em agtiicares em comparagao a dieta
rica em gorduras. Além disso, é importante ressaltar os obstaculos encontrados durante a
realizagdo desse trabalho, como a impossibilidade de utilizacdo da dieta rica em frutose no
delineamento experimental. Esse monossacarideo ¢ mais utilizado em produtos alimenticios e
tem efeitos metabdlicos negativos mais proeminentes do que a propria glicose, porém, devido
a sua instabilidade na temperatura ambiente e nos padrdes da dieta elaborada nesse projeto, nao
foi possivel a sua utilizagao pois uma dieta instavel poderia comprometer a aceitacdo pelos
animais e também a quantificagdo do consumo.

Ademais, ha uma grande variedade de padrdes dietéticos oferecidos: dietas
obesogénicas ricas em gordura e acucares associados, dietas padrao enriquecidas com alimentos
prontos (dieta de cafeteria), sacarose/ frutose oferecidas em conjunto com a agua ou em
injegdes, que dificultam a comparacdo dos resultados que obtivemos neste trabalho. Portanto,
o principal desafio deste estudo foi a auséncia de padroniza¢do nas metodologias apresentadas
na literatura. Em relagdo ao padrao dietético rico em gorduras, este € muito utilizado na inducao
de obesidade, resisténcia a insulina e a sindrome metabolica, com alto teor caldrico € % do valor
caldrico na forma de gorduras, o que gera ganho de peso e prejudica a avaliagdo qualitativa da
dieta. Desse modo, boa parte das alteracdes metabdlicas, inflamatorias e de estresse oxidativo,
sdo associadas a doenca de base e nao a qualidade da dieta em si. O fato dessa dieta também
ser utilizada para esses fins, nos garante um maior nimero de estudos em relagdo as dietas ricas
em agucares, pois essa dieta ¢ de mais facil manipulagdo do que as dietas ricas em sacarose ou
frutose.

No que se refere ao tempo, ele também ¢ uma variavel que impacta diretamente os
resultados dos experimentos em animais € que também compromete o fator comparativo.
Existem estudos que avaliam desde um efeito agudo de poucos dias, até trabalhos que realizam
a avaliacdo das alteracdes induzidas por dieta em meses. Assim, selecionar os desfechos que

seriam utilizados e levados em consideragdo na avaliacdo dos nossos resultados foi,
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particularmente, desafiador. Em relacdo aos efeitos inflamatorios e de estresse oxidativo
cerebral, também nos deparamos com a dificuldade de encontrar estudos com um delineamento
similar no que diz respeito a avaliacdo desses parametros. O uso de exames de imagem (Pet
Scan) e da avaliacdo da expressao de RNA mensageiro dos genes de citocinas inflamatorias,
ndo nos permitiram avaliar comparativamente alguns estudos, ja que ndo se tratava da mesma
avaliagdo metodologica.

Ademais, o efeito observado pela dieta high sugar nesse trabalho, apesar de satisfatorio,
precisa ser mais bem elucidado. A composi¢cdo da nossa dieta, rica em sacarose e, portanto,
glicose e frutose, permite questionamentos acerca de qual componente induziu as alteragdes
observadas, ou se estas, foram resultado de uma agao sinérgica entre os dois monossacarideos.
Este ¢ um fator positivo e de destaque neste trabalho, que busca entender o papel desses
macronutrientes isoladamente em relacao aos seus efeitos metabolicos, antes mesmo de induzir
doengas metabolicas significativas. Avaliar os déficits cognitivos antes das alteragdes
metabolicas que sdo facilmente identificadveis nos permite iniciar uma discussdo sobre a
qualidade de vida que precede o surgimento das doengas propriamente ditas. Isso também

ressalta a importancia da qualidade da alimentacdo para além do VET e do ganho de peso.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem concluir que a dieta high sugar esta relacionada a
uma piora da cognicdo, hiperglicemia e uma inflamacdo mais exacerbada em camundongos
C57BL/6 quando comparado a dieta controle e Aigh fat no periodo de 8 semanas. Porém, essas
alteragdes nao foram acompanhadas de ganho de peso e de tecido adiposo.

Por fim, cabe destacar a importancia de mais estudos com dietas isocaldricas para
avaliacdo dos macronutrientes isoladamente e seus efeitos neurocognitivos. Assim, sera
possivel compreender melhor o papel de agucares e gorduras no desenvolvimento do estresse

oxidativo, inflamagdo e prejuizos neurocognitivos em estudos pré-clinicos.
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