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RESUMO

A ingestdo exacerbada de alimentos ultraprocessados induz a expanséo
prejudicial do tecido adiposo predispondo a obesidade. Em consequéncia,
observa-se uma resposta inflamatéria crénica de baixo grau, que
aparentemente, ndo se limita a periferia, mas também atinge o sistema nervoso
central. A resposta inflamatoria esta associada ao desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos, como ansiedade e transtorno obsessivo compulsivo.
Dados do nosso grupo, observaram comportamento ansiogénico e compulsivo
em camundongos apo6s consumo crénico de dieta rica em carboidratos (HC),
tais efeitos foram associados ao aumento de mediadores inflamatérios em
regides encefdlicas associadas a esses comportamentos. A minociclina, um
farmaco com propriedade anti-inflamatéria, emerge como um novo candidato
para tratamento de doencas psiquiatricas. Adicionalmente, a substituicdo da
dieta obesogénica promove além da perda de peso, reducdo da resposta
inflamatéria e dos comportamentos de ansiedade e depressao, podendo ser
uma intervencao nao farmacolégica para o tratamento das comorbidades
associadas a obesidade. Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar se 0
tratamento com minociclina, ou intervencao dietética, atenuarao as respostas
inflamatérias (central e periférica) e os comportamentos de ansiedade e
compulsao observados apdés o consumo da dieta HC em camundongos.
Camundongos Balb-C machos receberam dieta padrao ou HC por 4, 8 e 12
semanas e foram submetidos ao teste de enterrar esferas (MB).
Posteriormente, animais alimentados com essas dietas por 12 semanas
receberam injecdes diarias de minociclina por 7 ou 15 dias (50mg / kg). Vinte e
quatro horas apos o tratamento, os camundongos foram submetidos ao teste
MB e alimentacdo suprimida pela novidade (NSF). Os encéfalos, tecidos
adiposos e soro foram coletados para analises de imuno-histoquimica e
bioquimicas. Finalmente avaliou-se o efeito da troca da dieta HC por dieta
padrao por 15 dias nos testes MB e NSF (CEUA: 65/2017). Observamos que
apenas o periodo de 12 semanas promoveu comportamento do tipo compulsivo
no teste MB. A minociclina administrada por 15 dias, atenuou os
comportamentos compulsivo e ansioso, e varios parametros de ativagédo
microglial no cértex pré-frontal e hipocampo ocasionados pelo consumo da
dieta HC. Adicionalmente observamos que a troca da dieta HC pela dieta
padrao por 15 dias, foi suficiente para reduzir a adiposidade corporal e o
comportamento de ansiedade, mas ndo o comportamento tipo compulsivo e
varios parametros metabdlicos e inflamatérios periféricos. Nossos dados
permitem concluir que as alteracdes comportamentais promovidas pela dieta
HC necessitam de um longo periodo para promover alteracoes
comportamentais de ansiedade e compulsdo. Tais comportamentos seriam
decorrentes de uma resposta neuroinflamatéria em regides encefélicas
associadas com tais comportamentos, pois o tratamento com minociclina foi
eficaz em reduzir as respostas comportamentais, como também as alteragdes
morfoldgicas microgliais ocasionados pelo consumo crénico da dieta HC. A
intervencdo dietética ndo atenuou o0 comportamento compulsivo,
provavelmente por ndo ser capaz de reverter todos os parametros metabdlicos
periféricos decorrentes do consumo da dieta HC.

Palavras chaves: Obesidade. Dieta HC. Ansiedade. Comportamento
compulsivo. Micréglia. Neuroinflamagao.



ABSTRACT

Excessive intake of ultra-processed foods promotes the prejudicial expansion of
adipose tissue leading to the development of obesity. Consequently, occur the
development of a low-grade chronic inflammatory response. This process is not
limited to the periphery and also affects the central nervous system.
Inflammatory factors are commonly associated with psychiatric disorders like
anxiety and obsessive-compulsive disorder. Indeed, our previous data
described anxiogenic-like and compulsive behavior after chronic consumption of
a high-carbohydrate (HC) diet in mice. These effects were associated with an
increase of inflammatory processes in brain regions involved in such behaviors.
The minocycline has anti-inflammatory and has been investigated as a new
pharmacological tool for treating neuropsychiatric diseases.

Moreover, the replacement of obesogenic diet induces weight loss and has anti-
inflammatory properties, and has anxiolytic and antidepressant effects in
rodents. The objective of our study was to verify whether the treatment with
minocycline or diet intervention would be effective in attenuating the central and
peripheric inflammatory processes, as well as the behaviors of compulsion and
anxiety observed after the consumption of HC diet in mice. Male Balb-C mice
received the standard diet or HC for 4, 8, and 12 weeks and were subjected to
the marble-burying test (MB). Mice fed with 12 weeks of HC diet treated with
minocycline for 7 or 15 daily injections (50mg/kg). Twenty-four hours after the
last injection, they were subjected to the MB and Novelty Suppressed Feed test
(NSF). The brain, adipose tissues, and serum were removed for
immunohistochemical and biochemical analyzes. Finally, the effect of replacing
the HC diet with a standard diet for 15 days in the MB and NSF tests was
evaluated. Only the 12-week diet consumption induced compulsive-like
behavior in the MB test. The minocycline administered for 15 days reversed the
compulsive and anxious behaviors and several parameters of microglial
activation in the prefrontal cortex and hippocampus. The effects of minocycline
were not related to body adiposity and the levels of serum metabolic,
adipocytokines, and cytokines on adipose tissue. Finally, replacing the HC diet
with the standard diet for 15 days reduced the body adiposity and anxious-like
behavior but did not reverse the compulsive behavior.

In conclusion, the HC diet requires prolonged consumption to promote
compulsive behavior. Additionally, the results obtained after minocycline
treatment reinforce the role of neuroinflammation in behavior changes promoted
by chronic consumption of the HC diet. Further, the diet intervention did not
reduce the compulsive-like behavior since it partially attenuated the peripheral
metabolic parameters induced by HC diet consumption.

Key Words: Obesity. HC diet. Anxiety. Compulsion, Microglia.
Neuroinflammation.
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1. REVISAO BIBLIOGAFICA

1.1 Obesidade e sobrepeso

Desde 1930 a causa da obesidade foi atribuida a um desequilibrio positivo a
favor da energia ingerida em comparacao com a energia gasta (NEWBURGH,;
JOHNSTON, 1930). E durante muito tempo, a recomendagdo para a
diminuicdo do consumo de calorias e 0 aumento do aporte energético foram
empregados em consultérios médicos como a solucao terapéutica para o
problema do sobrepeso e obesidade (HOCHBERG, 2018). Entretanto, apenas
poucos pacientes apresentavam resultados satisfatérios com as
recomendagdes empregadas e 0s sujeitos obesos eram culpados pelo seu
fracasso terapéutico (HOCHBERG, 2018). Posteriormente, a resisténcia a
insulina foi atribuida como uma nova explicagdo para a causa da obesidade,
dessa forma, preconizava-se como tratamento a reducéo tanto do consumo de
calorias quanto de carboidratos (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).
Entretanto mais uma vez, essa explicacdo dogmatica sobre a etiologia da
obesidade resultou em falhas terapéuticas, ja que ela mencionava apenas um
unico fator responsavel pela obesidade (HOCHBERG, 2018). Somente em
2008 a obesidade foi de fato reconhecida como uma doenca e atribuida a
condicbes complexas de etiologia multifatorial, incluindo aquelas que estao
além do controle dos individuos (ALLISON et al., 2008).

A organizacao Mundial da saude (OMS) define a obesidade como um acumulo
excessivo de gordura corporal que promove prejuizos a saude dos individuos
(WHO, 2000). De maneira simplista, esta ocorre quando a homeostase
energética € interrompida, em decorréncia do aumento da ingestao de
alimentos e armazenamento de energia em comparacdo com o gasto
energético (HILL; WYATT; PETERS, 2012; SEONG et al., 2019). Mudancas no
estilo de vida ao longo dos anos, como por exemplo, aumento no consumo de
alimentos altamente energéticos e palataveis associado ao sedentarismo,
estdo entre os mais importantes fatores predisponentes epidemioldgicos para
esta doenca (GALGANI; RAVUSSIN, 2008). Adicionalmente, a interagao entre
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a predisposicao genética e os fatores sociais e econémicos estao claramentes
envolvidos na patogénese da obesidade (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).
O diagnéstico da obesidade ocorre através de varios métodos, como por
exemplo, bioimpedancia, imagem por ressonancia magnética, medidas de
pregas cutaneas, densitometria e indice de massa corporea [IMC, (Barrios et
al., 2011)]. Este ultimo, é o mais utilizado a nivel populacional, e é calculado
pela razao da massa corporal (em quilogramas) pela estatura (em metros) ao
quadrado (IMC= peso/altura®). De acordo com essa férmula, o individuo é
considerado com obesidade grau I, Il ou lll, se o resultado dessa equagéao for
entre 30 a 34,9; 35 a 39,9 ou = 40 respectivamente (WHO, 2000).

Dados recentes mostram que a obesidade quase triplicou nos ultimos 40 anos
e passou a atingir ndo somente os paises de alta renda assim como os de
baixa e média renda (WHO, 2018). Atualmente, aproximadamente 40% da
populacdo mundial apresenta-se com sobrepeso ou obesidade, o que
representa 1,9 bilhdes de individuos adultos. Além disso, estima-se que 2,8
milhdes de 6bitos a cada ano seja em decorréncia de doengas associadas ao
sobrepeso e/ou obesidade (WHO, 2018). No Brasil, dados referentes da
populacado residente nas 27 capitais, mostram que 55,4% dos entrevistados
apresentam sobrepeso (IMC 2 25 kg/m?), sendo esse nlmero maior entre
homens (57,1%) do que entre mulheres (53,9%); desse total, 20,3% dessas
pessoas apresentam obesidade [IMC 2 30 kg/m?, (VIGITEL, 2020)].

Nesse contexto, a obesidade encontra-se em uma situacao preocupante, uma
vez que esta fortemente associada a diversas comorbidades, como por
exemplo, doengas cardiovasculares (VAN DER LEEUW et al, 2014),
hipertensao arterial (KOTSIS et al., 2010), diabetes mellitus (POWER et al.,
2014), oesteoartrite (VISSER et al, 2014) e diversos tipos de canceres
(ACKERMAN et al, 2017). Além disso, a prevaléncia de condigbes
neuropsiquiatricas aumentam com a obesidade (BAKER et al, 2017).
Individuos obesos tém risco 25% maior de desenvolver depressao e ansiedade
(SIMON, G E et al., 2006) assim como, apresentam aumento do tempo de
hospitalizacdo e episddios suicidas em decorréncia da depressao (MANSUR;
BRIETZKE; MCINTYRE, 2015). Adicionalmente, a obesidade é maior em
individuos com disturbios psiquiatricos o que indica que a obesidade pode tanto
contribuir quanto ser consequéncia destes transtornos (ALLISON et al., 2009;
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MCINTYRE et al., 2006). As taxas de obesidade séo particularmente altas em
pacientes deprimidos, e a depressao foi considerada um forte preditor do
sobrepeso e obesidade, provavelmente devido mudancas no estilo de vida e
comportamentos alimentares, assim como, aos efeitos de medicamentos
antidepressivos (LASSERRE et al., 2014). Além disso, o0 estresse psicossocial,
o qual & um fator de risco para transtornos psiquiatricos (LUCASSEN et al.,
2008) pode também contribuir para o surgimento da obesidade e suas
alteragbes metabdlicas (SINHA; JASTREBOFF, 2013). Ainda, essa mutua
influéncia apresenta impacto negativo no tratamento dessas doencas, uma vez
que a obesidade diminui a eficacia no tratamento de transtornos de humor e
vice versa (MANSUR; BRIETZKE; MCINTYRE, 2015). Os fatores envolvidos

em tal associacao ainda nao sao bem estabelecidos.

1.2 Sindrome metabolica

O International Diabetes Federation (IDF), define a sindrome metabdlica
(MetS), como um conjunto de sinais e sintomas que aumentam o risco do
paciente de desenvolver diabetes mellitus e doencas cardiacas (IDF, 2006).
Essa sindrome foi descrita pela primeira vez por Reaven (1988) o qual a
nomeou como “Sindrome X’ (REAVEN, 1988). Desde entédo, a definicdo e os
critérios diagnosticos foram propostos e modificados varias vezes por
diferentes organizacdes de saude publica. A classificacdo mais atual foi
estabelecida em 2009 em associacao do American Heart Association / National
Heart, Lung and Blood Institute (AHA / NHLBI) com o IDF, e é baseada na
presenca de 3 dos seguintes fatores (ALBERTI et al., 2009):

« Circunferéncia da cintura aumentada de acordo com a populacao: étnico
europeu 294 cm (homens) e 280 (mulheres) e sul-asiatico =290 cm
(homens) e 80 cm (mulheres);

» Glicemia superior a 5,6 mmol/L (100 mg /dl) ou diabetes diagnosticado;

» Colesterol HDL <1,0 mmol/L (40 mg /dl) em homens, <1,3 mmol/L (50
mg/dl) em mulheres ou tratamento medicamentoso para colesterol HDL
baixo;

o Triglicerideos no sangue >1,7 mmol/L (150 mg/dl) ou tratamento
medicamentoso para triglicerideos elevados;
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* Pressao arterial >130/85 mmHg ou tratamento medicamentoso para

hipertensao.

Até o momento ndo temos dados globais da prevaléncia da MetS devido a
dificuldade de mensuracdo dos seus constituintes. Porém, uma vez que a
prevaléncia desta é cerca de trés vezes mais comum que o diabete mellitus
(DM), estima-se que aproximadamente 20 a 25% da populacdo adulta mundial
apresente essa sindrome (SAKLAYEN, 2018).

Esses numeros sdo semelhantes a estudos regionais os quais mostraram
prevaléncia da MetS de 25% no Oriente médio (ANSARIMOGHADDAM et al.,
2018), 24,5% na China (LI, Rl et al., 2016), 24,3% na Europa (SCUTERI et al.,
2015) e 33% nos Estados Unidos (AGUILAR et al., 2015).

Esses valores variam de acordo com a populacdo estudada e o método
diagndstico. No Brasil, um estudo com 1369 individuos adultos, mostrou que a
prevaléncia estimada dessa sindrome foi de 22,7%, resultados similares
aqueles encontrados em outros paises em desenvolvimento (MOREIRA,
GISELA CIPULLO et al., 2014). Entretanto, independente do critério para o
diagnéstico e populacdo estudada, estudos populacionais mostraram que essa
sindrome aumentou nos ultimos anos tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento e tornou-se um sério problema de saude publica em todo o
mundo (SCUTERI et al., 2015).

Assim como ocorre na obesidade, a etiologia da MetS € multicausal e esta
relacionada com a composicdo genética do individuo (FERGUSON-SMITH;
PATTI, 2011) além de fatores ambientais como o desequilibrio energético e
qualidade e composicao dos alimentos (ROCHLANI et al., 2017; XU, HANG et
al., 2019).

A MetS é um estado fisiopatolégico complexo e esta correlacionada a
comorbidades psiquiatricas como os transtornos de humor (MOREIRA,
FERNANDA PEDROTTI et al., 2019), ansiedade (TANG; WANG; LIAN, 2017) e
compulsdo (ALBERT et al, 2013). O aumento do estresse oxidativo (VAN
GUILDER et al,, 2006), mediadores inflamatérios, adipocitocinas e cortisol
parece apresentar papel importante nessa forte associacado (ANAGNOSTIS et
al., 2009; FRANCISCO et al., 2019; KIR, S, 2019). A respeito da inflamacao, as

evidencias sugerem envolvimento dessa condicdo na fisiopatologia dos
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transtornos psiquiatricos (LEFF-GELMAN et al., 2016; LEFF GELMAN et al.,
2019). Véarios mediadores pro inflamatérios como o fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e Interleucina 6 (IL-6) e antiinflamatérios como interleucina 10 (IL-10)
ja foram identificados por se relacionar com a MetS (CHANG, JUNG-SU et al.,
2013; KIR, SEHER et al., 2019; SUPRIYA et al., 2018). O TNF- a pode induzir
fosforilacdo em serina do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1), e dessa
forma atua como um inibidor da acgédo periférica da insulina promovendo
resisténcia a insulina. Além disso, essa citocina reduz a expressdao do
transportador de glicose tipo 4 regulado pela insulina (GLUT4) o que acarreta
em hiperglicemia (AKASH; REHMAN; LIAQAT, 2018). Adicionalmente,
mediadores inflamatérios foram amplamente descritos como agentes causais
na rede fisiopatoldégica da aterogénese e vulnerabilidade da placa (GOLIA et
al., 2014). Citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-1, podem induzir a

expressao de molécula de adesao vascular (VCAM-1) em areas com propensao
a formacéo de placas aterosclerdticas (HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-

NAUCLER, 2006) Como consequéncia ocorre a adesdo precoce de leucécitos

no endotélio vascular o que pode favorecer o surgimento de aterosclerose
(TEAGUE; MEHTA, 2016).

1.3 Transtorno obsessivo compulsivo e transtorno de ansiedade

Tanto a ansiedade como as compulsbes e obsessdes sao sentimentos
vivenciados por todas as pessoas em determinadas situagbes (DSM-5, 2013;
HOFFMAN, 2011). Entretanto se esses sentimentos acontecem de forma
exagerada e constante e levam prejuizos na qualidade de vida de uma pessoa,
pode ser considerado um transtorno (HUSAIN et al., 2020; KLINGLER, 2014).

O transtorno obsessivo compulsivo (TOC), segundo manual diagnéstico e
estatistico de transtornos mentais 5 (DMS-5), caracteriza-se pela presenca de
dois principais fatores: obsessdes e/ou compulsdes. Obsessdes consistem em
pensamentos, impulsos ou imagens persistentes, recorrentes e indesejaveis,
frequentemente perturbadores que podem gerar sentimentos de ansiedade
(DSM-5, 2013). Compulsées sdao comportamentos motores ou mentais
repetitivos, onde o um individuo sente-se compelido a executar uma

determinada tarefa para reduzir a ansiedade causada pelas obsessdes, ou por
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uma crengca e/ou conviccdo de que as coisas precisam ser feitas de
determinada maneira (DRUBACH, 2015; DSM-5, 2013).

O TOC é um transtorno crdnico, conhecido desde o século XVI (RUSCIO et al.,
2010). Entretanto, durante muitos anos, sua prevaléncia foi subnotificada
devido a falta de busca de intervencdo médica pelo paciente tanto pela
vergonha do portador em relagdo aos sintomas ou pelo desconhecimento que
esse transtorno é tratavel (NESTADT; SAMUELS, 2009; SIMONDS; THORPE,
2003). Nos anos 80 um estudo conduzido com cerca de 20.000 pessoas obteve
uma taxa de prevaléncia ao longo da vida de 1,9% a 3,3% em cinco regides
avaliadas, o que mostrou que esse transtorno era 25 a 60 vezes mais comum
do que se supunha até entdo (KARNO, 1988). Posteriormente, levantamentos
epidemiol6gicos em varios outros paises, encontraram taxas semelhantes,
chamando a atencado para uma possivel “epidemia oculta” (JENIKE, 1989;
STEIN, M B; et al., 1997).

Atualmente, estudos populacionais mostram que o TOC possui prevaléncia
mundial de 1 a 3% nao diferindo entre os sexos na populacado adulta (RUSCIO
et al., 2010). No Brasil, estima-se que 0,7 a 2,1% da populacao sofra com essa
doenca (ALMEIDA-FILHO et al.,, 1992). Entretanto, é dificil ter uma precisao
desses numeros, devido a mudangas nos critérios para diagnéstico e pelo
julgamento do que é um comportamento anormal ou excessivo (DRUBACH,
2015).

Segundo o DSM-5, os transtornos de ansiedade incluem aqueles que
apresentam caracteristicas excessivas de medo e ansiedade. Podem ser
divididos em sete classes que incluem: ansiedade de separacdo, mutismo
seletivo, ansiedade generalizada, transtorno de panico, agorafobia, fobias
especificas e transtornos de ansiedade social, que podem diferir entre si pelos
tipos de situacbes ou objetos que induzem medo, ansiedade ou
comportamento de esquiva (DSM-5, 2013).

Esse transtorno manifesta-se em diferentes niveis como o afetivo:
representado por sentimento de estrangulamento e constricdo; cognitivo:
caracterizado por experiéncias subjetivas como pensamentos preocupados e
tensdo; e alteracdes fisioldgicas: tais como ativagdo do sistema nervoso
simpatico e como consequéncia aumento na sudorese, pressao arterial e

frequéncia cardiaca (CALHOON; TYE, 2015) e ativagdo do sistema nervoso
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parassimpatico vegetativo o que determina hipersecrecao gastrica, aumento da
motilidade intestinal e urgéncia para defecacdo e miccdo (GRAEFF;
GUIMARAES, 2021).

Segundo a OMS (2017), a prevaléncia dos transtornos de ansiedade no mundo
€ de 3,6%, sendo duas vezes mais prevalentes em mulheres do que nos
homens. O Brasil, apresenta a maior prevaléncia mundial, com 9,3% da
populacao afetada por essa doenca. Além disso, esse transtorno aparece entre
as dez principais causas de incapacidade em todas as regides da OMS (WHO,
2017). Embora os transtornos de ansiedade e o TOC sejam classificados em
categorias diferentes segundo o DMS-5 (DSM-5, 2013) essas duas patologias
apresentam vias neurais em comum (STEIN, DJ, 2008). Nesse contexto,
observa-se que pacientes que sofrem desses transtornos apresentaram
hiperatividade frontal/estriatal, assim como disfuncdo no cingulo anterior do
coértex (KIM; GORMAN, 2005; STEIN, DJ, 2008). Ressalta-se que no TOC a
necessidade de rituais ou comportamentos compulsivos geram sintomas de
ansiedade nos individuos. Além disso, pessoas que possuem TOC sao mais
propensas a desenvolverem outros transtornos psiquiatricos e neurolégicos
como a ansiedade (DRUBACH, 2015; PALLANTI et al., 2011), o que reforca a
evidencia do envolvimento de cirucuitos neurais subjacentes.

O tratamento dos transtornos psiquiatricos pode ser realizado através de
farmacoterapia. Para o TOC, os medicamentos mais utilizados na clinica sao
os antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e o
antidepressivo triciclico clomipramina (DRUBACH, 2015). Os ISRS sao
considerados agentes de primeira linha devido a sua seguranga e menor
incidéncia de efeitos colaterais em relacao a cloripramina (KORAN et al., 2007).
Entretanto, esta deve ser utilizada se os ISRSs n&o forem eficazes ou tolerados
(PITTENGER; BLOCH, 2014). Assim como no TOC, para a maioria dos
transtornos de ansiedade, os antidepressivos sdo considerados tratamento
farmacolégico de primeira linha. Dentre eles, os mais comumente utilizados sao
os ISRS e os inibidores da recaptacao de serotonina — noradrenalina [IRSNs,
(CRASKE; STEIN, 2016)]. Além da abordagem farmacologica, a terapia
cognitiva comportamental (TCC) tem sido amplamente utilizada de forma
isolada ou em associagdo com o tratamento farmacolégico e apresentou
eficacia em alguns estudos (SOUSA et al., 2006; VOLPATO CORDIOLI et al.,
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2003). Entretanto, os tratamentos convencionais existentes ndo conseguem
reduzir sintomatologia em uma porcentagem significativa de pacientes
(PALLANTI; QUERCIOLI, 2006). A implicacao clara é que esses transtornos
constituem disturbios complexos que envolvem multiplos sistemas
(EGASHIRA et al., 2008), evidenciando a necessidade de uma melhor
compreensao da neurobiologia desses transtornos e subsequente descorbeta

de novos alvos farmacolégicos.

1.4 Modelos experimentais de obesidade e transtornos psiquiatricos

Os modelos animais auxiliam a compreensdao das diversas fisiopatologias,
incluindo a obesidade e os transtornos psiquiatricos. Especificamente para a
obesidade, uma vez que em relacdo as alteracées no peso corporal, 10 dias
na vida de um rato equivale aproximadamente 1 ano em humano, a utilizacdo
de animais é uma excelente estratégia para se obter respostas em um menor
tempo (VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006). Nesse contexto,
diferentes modelos experimentais de obesidade foram desenvolvidos nos
ultimos anos, dos quais podemos destacar os genéticos (ASAKAWA et al.,
2003; WANG, B; CHANDRASEKERA; PIPPIN, 2014) e os induzidos por dietas
(CHANG, H P et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). O modelo genético mais
comumente utilizado é o que envolve uma mutacdo no gene que codifica a
leptina (ob/ob) ou seu receptor [db/db, (WANG, B; CHANDRASEKERA;
PIPPIN, 2014)].

A leptina € uma proteina descoberta em 1994 codificada pelo gene ob e
produzida principalmente pelos adipocitos (ZHANG, Y et al., 1994). Apos ser
secretada na circulacdo atinge o encéfalo através do transporte na barreira
hematoenceféalica (BHE). No hipotalamo se liga ao seu receptor de forma longa
(OB-RL), que contém um dominio intracelular acoplado a Janus quinase (JAK),
que por sua vez fosforila transdutores de sinal e ativadores de transcricdo 3
(STAT-3). O STAT-3 fosforilado migra para o nucleo, onde regula a transcricao
de genes anorexigenos (COUCE et al, 1997; MYERS; COWLEY;
MUNZBERG, 2008). Como consequéncia, promove diminuicdo da ingestao
alimentar além de incrementar o metabolismo de glicose e de lipideos. Dessa

forma os animais que nao produzem leptina ou apresentam deficiéncia no seu
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receptor, desenvolvem hiperfagia e acumulo progressivo de gordura corporal
(KERSHAW; FLIER, 2004).

Embora os modelos genéticos representem bem a obesidade extrema, o
aumento da obesidade mundial em um curto periodo de tempo ndo pode ser
explicado pela genética (ICHIHARA; YAMADA, 2008). Dessa forma os modelos
experimentais de dieta mimetizam melhor a obesidade desenvolvida em
humanos (HARROLD et al.,, 2000; LUTZ; WOODS, 2012). Além disso, a
obesidade induzida por dieta pode ser uma opcéo mais simples e barata para
ser utilizada, j& que ndo necessita de alteracdes genéticas ou obtencédo e/ou
manutencdo de colbnias j4 estabelecidas. Adicionalmente, pode ser uma
excelente escolha para testar estratégias terapéuticas tanto da obesidade
quanto das suas comorbidades associadas.

O primeiro modelo de inducao de obesidade através de dieta foi utilizado pela
primeira vez em ratos em 1949 através da alimentacdo com dieta palatavel
semiliquida (INGLE, 1949). Desde entdo, varios modelos animais obtidos
através de dietas hipercaléricas tem sido amplamente utilizados (LUTZ;
WOODS, 2012). Dentre esses destacam-se as dietas rica em lipideos ou High
fat [HF, (SURWIT et al., 1988; VAN DER HEIJDEN et al, 2015)] e a de
cafeteria [CAF, (LEIGH; KENDIG; MORRIS, 2019; OLIVEIRA et al., 2017)].
Tais dietas, denominadas obesogénicas, geralmente apresentam 45% a 60%
das kcal provenientes de lipideos principalmente saturados e podem promover
acréscimo do consumo calérico e como consequéncia aumento de peso e
gordura visceral a partir de 4 semanas de tratamento dietético (HARIRI;
THIBAULT, 2010). Apesar do aumento progressivo da obesidade em humanos
nos ultimos anos, a ingestdo de gordura diminuiu na ultima geragao (GRAY-
DONALD; JACOBS-STARKEY; JOHNSON-DOWN, 2000; IBGE, 2020; YANG,
QUANHE et al., 2012). Em contrapartida o consumo de sacarose aumentou
significativamente ao longo dos anos, fato que pode estar associado ao
aumento da prevaléncia da obesidade (GROSS et al., 2004). De fato, o
consumo de acucar adicionado é superado pela maioria da populacdo dos
Estados Unidos quando se utiliza tanto a recomendagdo da American Heart
Association (AHA) de 100 kcal por dia para mulheres e 150 para homens,
quanto a recomendacdo da OMS a qual estabeleceu um limite maximo de 5%
das kcal proveniente de agucares adicionados (LOWNDES et al., 2014). No
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Brasil, dados da pesquisa de orcamentos familiares (POF 2017-2018)
mostraram que 9,3% do consumo cal6rico de homens adultos e 10,3% de
mulheres sdo provenientes de adicdo de acucar e 85,4% da populacédo
adicionam agucar nas preparagdes (IBGE, 2020). Adicionalmente, dados em
roedores mostram que dietas ricas em carboidratos e agucares refinados (High
carbohydrates — HC) sdo capazes de aumentar a adiposidade corporal dos
animais sem necessariamente induzir ganho de peso (GOMES, J A S et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, promoveu aumento de metabdlitos
como o colesterol total, glicose e triglicérides e adipocitocinas séricas como
leptina, quemerina e resistina, assim como, um processo inflamatorio sistémico
crénico de baixo grau compativel com as alteragbes em humanos, o que
caracteriza esse modelo também como modelo de MetS (OLIVEIRA et al.,
2013). Considerando que os carboidratos constituem o principal macronutriente
das dietas, sobretudo em paises ocidentais (IBGE, 2020; JEBB, 2015;
LOUZADA et al., 2018), a utilizacdo da dieta HC como modelo de inducao de
obesidade pode reproduzir bem a etiologia da obesidade atual e portanto essa
dieta foi utilizada no presente trabalho.

Além de modelos de obesidade, camundongos podem ser utilizados a fim de
compreender a fisiopatologia de transtornos psiquiatricos (GRAEFF;
GUIMARAES, 2021). Esse conhecimento, se iniciou com a observacao inicial
de Charles Darwin (1872) de que a expressdao da emocdo em humanos era
filogeneticamente parecida com de outros mamiferos (CAMPOS, ALLINE C et
al., 2013). Baseado nesse pressuposto esses modelos tentam reproduzir
caracteristicas desses transtornos como as alteragbes comportamentais e
fisioldgicas associadas a estados emocionais especificos (validade de face).
Além disso, as validades construto tedrico e preditiva, referentes a etiologia de
doencas e as respostas a tratamentos farmacoldgicos respectivamente, sao
extremamente necessarias para a validacdo de um modelo (GRAEFF;
GUIMARAES, 2021). Diante disso, embora nenhum modelo seja capaz de
reproduzir todas as caracteristicas e sintomas dos transtornos psiquiatricos,
varios modelos foram propostos nos Ultimos anos (HOLTER et al., 2015;
KORFF; HARVEY, 2006).

Os modelos animais de ansiedade incluem os condicionados e 0s nao

condicionados. Os modelos condicionados, utilizam condicionamento para
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treinar o animal a associar um estimulo neutro acustico ou visual com um
estimulo aversivo, como por exemplo, choque elétrico nas patas, a fim de
alterar um comportamento natural. Um exemplo, € o teste do medo
condicionado ao som, no qual animais sdo expostos a uma caixa eletrificada e
recebe um choque junto com um apito sonoro. Posteriormente esse animal é
colocado na caixa apenas com o apito sonoro e é avaliado o tempo imovel
(congelamento) ou numero de sobressaltos do animal, os quais sdo associados
ao comportamento tipo ansioso (FANSELOW; WASSUM, 2016).

Ja para os modelos ndo condicionados de ansiedade a premissa basica é a
ocorréncia de um conjunto de respostas comportamentais induzidas pela
exposicao a situacdées que podem gerar medo (IMAIZUMI; ONODERA, 2000).
Dentre essas pode-se destacar um ambiente novo, que é capaz de gerar
curiosidade e aversdo ao mesmo tempo, criando um conflito. Esse local pode
ser um lugar elevado e desprotegido como nos testes labirinto em zero
(SHEPHERD et al., 1994) e labirinto em cruz elevado (PELLOW; FILE, 1986);
ou iluminado como no teste caixa claro escuro (CRAWLEY; GOODWIN, 1980).
Dessa forma o comportamento tipo ansioso do animal ser4d mensurado pelo
menor tempo e numero de entrada nesses ambientes. Adicionalmente,
comportamentos defensivos basicos apresentados pelos camundongos na
presenca de predadores ou outros animais agressivos da sua espécie, pode
ser utilizado para mensuracao da ansiedade (BLANCHARD et al., 1998), como
nos teste de interacdo presa-predador (CAMPOS, KELCIANE FERREIRA
CAETANO et al., 2013).

Ainda a ansiedade pode ser avaliada de modo ndo condicionado através da
interacao social (FILE; HYDE, 1978). Testes baseados nesse comportamento,
avaliam o tempo que o animal permanece em contato com outro animal de sua
espécie e ndo em uma situacado de conflito como os demais. Dessa forma, um
menor tempo de interacao é atribuido ao comportamento tipo ansioso (CRYAN;
SWEENEY, 2011). O conflto pode ser gerado ainda através de um
comportamento motivado, como comer ou beber, com um estimulo aversivo,
como por exemplo no teste de conflito de Vogel, no qual ratos apds privagéo de
agua, sao expostos a bebedouros eletrificados e 0 comportamento de beber
agua é punido com um leve choque elétrico. Dessa forma, menor quantidade
de lambidas punidas no bebedouro é atribuida ao comportamento tipo ansioso
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desses animais (RODGERS et al,, 1997). Uma alternativa para os testes de
conflito que minimizam os problemas éticos de expor os animais a dor, é
substituir a punicdo dolorosa por um ambiente naturalmente aversivo, como no
teste alimentagédo suprimida pela novidade [NSF, do inglés novelty supressed
feeding, (POSCHEL, 1971; POSCHEL et al., 1974)].

O NSF foi originalmente desenvolvido por Poschel (1971) a partir da
observacao prévia de Hall (1934) que a exposicdo de roedores a um novo
ambiente é capaz de suprimir a alimentacao (HALL, 1934; POSCHEL, 1971;
POSCHEL et al., 1974). Esse teste foi inicialmente utilizado para estudar a
eficacia dos benzodiazepinicos no tratamento da ansiedade (POSCHEL et al.,
1974; SHEPHARD; BROADHURST, 1982) e se baseia no medo inato de
roedores a novidade e a ambientes claros. Dessa forma, mesmo submetidos
ao jejum, os camundongos que apresentam um comportamento tipo ansioso
levardao mais tempo para se alimentar quando expostos a um ambiente novo e
iluminado (POSCHEL, 1971). Posteriormente, esse teste também foi validado
farmacologicamente com os antidepressivos desipramina e amitriptilina. Apés
tratamento crénico, esses medicamentos diminuiram a laténcia para
alimentacao neste teste (BODNOFF et al., 1988).

Além dos modelos supracitados, o teste de enterrar esferas (MB, do inglés,
marble burying), foi originalmente proposto como um modelo de transtorno de
ansiedade generalizada, uma vez que farmacos que diminuem a ansiedade em
humanos como os benzodiazepinicos (BROEKKAMP et al., 1986), e os
inibidores da recaptacado de serotonina [ISRS, (NJUNG'E; HANDLEY, 1991)]
atenuaram o numero de esferas enterradas pelos animais nesse teste.
Entretanto, em 1995, Gyertyan et al, observaram que os animais submetidos a
repetidas sessées do MB ndo se habituavam ao teste. Além disso ele
demostrou que ao contrario dos modelos de ansiedade que geravam medo ou
ansiedade, o enterro das esferas de vidro ndo ocorria devido a estimulo
ansiogénico provocados por essas esferas, e sim pela presenca de um terreno
“escavavel”’. Dessa forma sugeriu que o enterro de esferas de vidro, poderia
ser uma forma de medir a intensidade da atividade de escavagdo (GYERTYAN,
1995). Em 2002, Borsini et al mostraram que farmacos ansioliticos s6
diminuiam o numero de esferas enterradas, em doses que diminuiam a

locomogao dos animais, criticando a validade farmacolégica desse teste para
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ansiedade (BORSINI; PODHORNA; MARAZZITI, 2002). Posteriormente,
Thomas et al (2009) sugeriram que o enterro de esferas estava mais associado
ao comportamento compulsivo ou repetitivo (THOMAS et al., 2009). Assim,
atualmente esse modelo é mais empregado para avaliar o comportamento tipo

compulsivo em camundongos.

1.5 Tecido adiposo, inflamacao e transtornos psiquiatricos

Durante muitos anos, o tecido adiposo branco foi considerado somente como
um deposito de reserva energética (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES,
2013). Esse conceito mudou em 1993 com a identificagdo do aumento da
expressao do fator de necrose tumoral a (TNF-a) no tecido adiposo de obesos
(HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Posteriormente, outras
adipocitocinas foram subsequentemente encontradas no tecido adiposo como
a leptina (ZHANG, Y et al, 1994), adiponectina (MAEDA et al., 1996),
interleucina-6 (IL-6 ) (MOHAMED-ALI et al., 1997) e interleucina 10 (IL-10)
(JUGEAUBRY et al., 2005). Atualmente, mais de 600 proteinas secretadas por
adipdcitos com varias fungdes ja foram identificadas (LEHR; HARTWIG; SELL,
2012) e o tecido adiposo € considerado um 6rgao metabolicamente ativo com
fungcdes na homeostase metabdlica, e na regulacdo do balanco energético
sistémico (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006). Assim, frequentemente um estado
inflamatério crénico de baixa intensidade estd associado a expansao desse
tecido e o desenvolvimento da obesidade (SIKARIS, 2004).

Diversos mecanismos sao responsaveis pelo desenvolvimento desse processo
inflamatério, como por exemplo, composicao da dieta (KARCZEWSKI et al.,
2018), alteragdes na permeabilidade intestinal (BILSKI et al., 2019), além da
hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos (SUN, K; KUSMINSKI; SCHERER,
2011).

Acidos graxos livres derivados da dieta ou da lipdlise podem se ligar
indiretamente a receptores do tipo Toll Like (TLRs), como TLR2 e TLR4, em
macréfago por meio da proteina adaptadora fetuina A (LEE et al., 2004;
NGUYEN et al., 2007), e ativar vias de sinalizagdo de quinase regulada por
sinal extracelular (ERK) e o fator nuclear kappa B [NFk-B, (WANG, CUIZHE et

al., 2017)]. O NFkB controla a expressao de genes que codificam quimiocinas,
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citocinas pré-inflamatérias, enzimas inflamatérias induziveis, moléculas de
adesdo e algumas proteinas de fase aguda, favorecendo assim, o processo
inflamatério (BACH KNUDSEN et al., 2018). A alteracao na microbiota intestinal
também foi sugerida como um potencial gatilho da inflamacao associada a
obesidade. O intestino de individuos obesos apresentam uma microbiota com
menor diversidade dos filos de bactérias que colonizam o trato gastrointestinal,
além do aumento da proporcdo na quantidade relativa de firmicutes para
bacteroidetes, as duas divisbes bacterianas dominantes no intestino
(ANGELAKIS et al., 2012; JUMPERTZ et al., 2011). Ainda, a obesidade
favorece a diminui¢do na porcentagem de bactérias produtoras de butirato, um
acido graxo de cadeia curta que demonstrou ser capaz de bloquear a via do
fator de transcricdo kB [NFkB, (BACH KNUDSEN et al., 2018; HORIE et al.,
2017)]. Além disso, em pessoas obesas ha maior deposicao de lipideos no
tecido adiposo mesentérico (BILSKI et al., 2019). Em conjunto, esses fatores
podem resultar em inflamacdo local, ruptura da mucosa e aumento da
permeabilidade intestinal, o que favorece a passagem de lipopolissacarideo
(LPS) do lumem para a corrente sanguinea. O LPS pode iniciar uma cascata
inflamatéria por meio da ativacdo de receptores de reconhecimento de padrao
(PRRs), como o receptor TLR4 em adipécitos e macréfagos e como
consequéncia, desencadeia uma resposta imune periférica e a inflamacao
sistémica de baixa intensidade (BILSKI et al., 2019). Por fim, a obesidade
induz a hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos 0 que resulta em hipoperfusao e
hipoxia tecidual e, consequentemente morte de adipécitos, recrutamento de
macréfagos e inflamacéao sistémica (SUN, K; KUSMINSKI; SCHERER, 2011).

As evidéncias atuais sugerem o envolvimento de citocinas pro-inflamatérias em
transtornos psiquiatricos (LEFF-GELMAN et al., 2016; LEFF GELMAN et al.,
2019). Essa hipdtese é sustentada por observacdes clinicas de que o interferon
Gama (IFN-y), usado no tratamento de cancer e hepatite, favoreceu o
surgimento de depressao em alguns pacientes (ZHENG, L S et al., 2014). De
forma semelhante, o aumento de varios mediadores inflamatérios como
proteina C reativa [PCR, (CHOI; JOSEPH; PILOTE, 2013)] quimiocinas,
citocinas pré-inflamatérias, proteinas de fase aguda e moléculas de adesao
apresentam-se elevados em pessoas com sintomas depressivos (RAISON;
CAPURON; MILLER, 2006). Adicionalmente, a administracdo de citocinas pré
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inflamatérias induziu comportamentos tipo depressivo em camundongos
(DANTZER et al., 2008).

Durante muitos anos, o SNC foi considerado como um 6rgéao protegido de
fatores imunologicos periféricos devido a presenca da Dbarreira
hematoencefalica (BHE), que protege e separa o SNC do sistema periférico
(CHOW; GU, 2015). Entretanto, hoje j& se sabe que o nervo vago, plexo
coroide e vasos linfaticos representam varios canais de comunicagdo entre a
periferia e 0 SNC (LOUVEAU et al., 2015). Além disso, a BHE pode reagir a
estimulos externos e secretar mediadores na circulacdo e no SNC. Esses e
outros mediadores podem, por sua vez, alterar a permeabilidade da barreira e
como consequéncia, facilitar a entrada direta de células e citocinas da periferia
para o parénquima cerebral (GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2017). Uma
vez no SNC, citocinas podem ativar vias de sinaliza¢do inflamatérias como NF-
kB, proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK) e a indolamina 2,3
dioxigenase (IDO), sendo essa Ultima uma enzima responsavel pela
degradacdao do triptofano, um aminoacido essencial na biossintese de
serotonina. Como consequéncia, havera um esgotamento deste aminoacido e
reducdo subsequente da disponibilidade de serotonina (YIRMIYA;
RIMMERMAN; RESHEF, 2015). Além disso, a ativacdo dessa via ocasiona a
liberacao de metabdlitos neurotdxicos da quinurenina, como o acido quinolinico
(QUIN) e 3- hidroxiquinurenina [3HK, (GILLES, 2012)]. QUIN é um agonista do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), e tem uma alta poténcia in vivo como
excitotoxina (STONE; PERKINS, 1981) enquanto 3HK & um gerador de
radicais livres (OKUDA et al., 2002) que favorece a neurodegeneracao. Além
disso, ativacao de vias inflamatérias pode reduzir os niveis de dopamina (DA) e
noradrenalina [NE, (LEFF-GELMAN et al, 2016)] pela reducdo de
tetrahidrobiopterina (BH4), um cofator obrigatério para a atividade das enzimas
fenilalanina hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase sendo
fundamental na sintese desses neurotransmissores (KAUFMAN, 1963).
Adicionalmente, o excesso de citocinas pro-inflamatorias pode regular
negativamente a expressao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
em areas envolvidas no comportamento de depressdo, ansiedade e
compulsédo, como cortex pré-frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HIP). A
reducdo dessa neurotrofina estd associada a apoptose neuronial e, como
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consequéncia, o favorecimento de disturbios psiquiatricos, principalmente a
depressdo (HASHIMOTO, 2010). Além dos fatores supracitados, as citocinas
apresentam um importante papel na ativacdo microglial (HANISCH, 2002).
Uma ativacdo microglial exacerbada pode prejudicar a neurogénese
hipocampal devido ao aumento da secregdo de citocinas pro-inflamatérias, e
reduzir a neuroplasticidade o que pode favorecer o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos (SIERRA et al., 2014).

Uma vez que a inflamacéo parece participar da fisiopatologia de transtornos
neuropsiquiatricos, a inflamagao cronica de baixa intensidade induzida pela
expansao do tecido adiposo, parece ter papel fundamental no surgimento das
comorbidades neuropsiquiatricas (CAPURON et al, 2011; CAPURON;
LASSELIN; CASTANON, 2016; JAREMKA; PACANOWSKI, 2019). Essa
hip6tese foi sustentada inicialmente por experimentos realizados por Souza et
al (2005) que demostraram que a dieta rica em gordura (HF) ativou os fatores
de transcricao pré inflamatérios como c-Jun N-terminal quinase (JNK) e NFkB
e elevou a expressao das citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-6 e IL-1B no
hipotalamo (DE SOUZA et al., 2005). Varias outras investigacées mostraram
que a dieta HF pode causar ndo s6 inflamacao hipotalamica como também em
outras areas encefalicas (DUTHEIL et al., 2016; JEON et al., 2012; WANG,
SEN et al., 2016). Ainda, dados pré-clinicos mostram que a inflamagao crénica
de baixa intensidade que ocorre nos quadros de obesidade em roedores,
associa-se com prejuizos cognitivos e comportamentos tipo depressivo
(CHAN; CATHOMAS; RUSSO, 2019). Dados do nosso grupo observaram
comportamentos de ansiedade e depressao apds consumo crénico da dieta HC
(SANTOS et al., 2018). O bloqueio de mediadores inflamatérios como o TNF-a
e a isoforma induzida da enzima éxido nitrico sintase (iINOS), atenuou
alteracées comportamentais em outros estudos (FOURRIER et al, 2019;
GOMES, JA S et al., 2018).

Além desses estudos experimentais, investigacdes populacionais, mostraram
que o estado inflamatério decorrente da obesidade apresenta relagdo com
transtorno de ansiedade (JAREMKA; PACANOWSKI, 2019) e depressao
(DANTZER et al., 2008). Além disso, a diminuicdo da ansiedade observada
apds perda de peso foi associada a redugéao da inflamacao (CAPURON et al.,

2011). Assim, embora outros mecanismos provavelmente liguem a obesidade e
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os transtornos psiquiatricos e cognitivos, a conversdo das vias inflamatérias
centrais e periféricas que resultam no comprometimento das vias regulatorias
hipotalamicas da alimentacdo, mas também de outras regides encefalicas,
apresenta importante papel nesses transtornos (MILLER; SPENCER, 2014).
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Figura 1. Possivel mecanismo que liga a obesidade, inflamacédo e transtornos de
ansiedade e compulsao.

A obesidade favorece a inflamacao através de varias vias, como por exemplo, hipertrofia e
hiperplasia de adipdcitos, aumento de acidos graxos saturados e aumento da permeabilidade
intestinal. Por sua vez, citocinas pro inflamatérias sistémicas decorrentes da inflamacéao
crénica oriunda da obesidade podem acessar o SNC e favorecer ativagdo da enzima IDO,
diminuicdo de fatores neurotréficos como o BDNF e ativacdo de células microgliais. Todos
esses eventos podem estar associados a redugdo da sintese de neurotransmissores e da
neurogénese e aumento da neuroinflamagéao, favorecendo o desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos. BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro IDO: indolamina 2,3 dioxigenase;
LPS: Lipopolissacarideo. Figura do autor criada no site biorender.com.

1.6 Micrdglia, obesidade e alteracoes comportamentais

O sistema nervoso possui diversas células ndo neuronais denominadas

neuroglia. O termo glia foi citado pela primeira vez em 1856 por Rudorlf
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Virchow, sendo considerada toda a porcdo que nao sao neurbnios do SNC
(PRINZ; JUNG; PRILLER, 2019). Atualmente as células gliais sé&o
reconhecidas como células morfolégica e funcionalmente distintas, que
apresentam inumeras fungées como manutencdo da homeostase e regulacao
da transmissao do sinal neural. Além disso, evidéncias crescentes mostraram
que as células gliais também funcionam como células-tronco neurais
progenitoras e contribuem para a neurogénese em adultos (TAN et al., 2017).
As células gliais podem ser classificadas de acordo com sua localizagdo em
glia do sistema nervoso periférico (SNP) e do SNC (VERKHRATSKY et al.,
2019). No SNP sao representadas principalmente pelas células de Schwann e
gliais satélite (BERNE; LEVY, 2018). No SNC essas células sédo classificadas
em dois grupos de acordo com o seu tamanho em micrdglia e macrdglia, sendo
a Ultima representada pelos astrécitos, células ependimarias, oligodendrécitos
e células progenitoras de oligodendrécitos (ZUCHERO; BARRES, 2015).

Os astrocitos sdo as principais células da glia do SNC e promovem a
sobrevivéncia neuronal através do suporte metabdlico, uma vez que possui
comunicagao tanto com 0s vasos sanguineos quanto com 0s neurdnios,
permitindo assim uma passagem de nutrientes para essas células (PELLERIN
et al., 2007). Os oligodenrocitos no SNC e células de Schwann no SNP
apresentam funcao primordial na velocidade de transducéo de sinais, uma vez
que formam a bainha de mielina, um isolante elétrico que permite a
transmissdo rapida de sinais (ZUCHERO; BARRES, 2015). Ja as células
ependimarias constitui o epitélio de revestimento dos ventriculos cerebrais
(BERNE; LEVY, 2018).

As células microglias foram identificadas em 1924, apds anadlises histologicas
detalhadas realizadas por Rio del Hortiga. Sdo as menores células da glia no
SNC, e correspondem apenas 10% de todas as células encefalicas
(TREMBLAY et al., 2015). Entretanto sdo as principais células imunes no SNC
que medeiam a neuroinflamacao (REIS; CASTEEN; ILARDI, 2019; XU, L; HE;
BAI, 2016). Podem ser consideradas como macrofagos residentes do cérebro,
porém, ao contrario dos macréfagos perivasculares, meningeo e plexo coroide,
as micréglias se originam a partir de uma Unica célula progenitora no saco
vitelino e povoam o SNC antes de sua vasculogénese (GINHOUX et al., 2010).

Ja os macréfagos, apresentam um desenvolvimento mais tardio e passam pelo
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figado do feto antes de sua migracao para tecidos especificos (PERDIGUERO;
GEISSMANN, 2016).

Ap6s a migragdo dos progenitores da micréglia para o SNC ela se torna
autossuficiente e durante a homeostasia ndo ocorre infiltracdo significativa de
macréfagos/monécitos da circulacdo para o cérebro (PERDIGUERO;
GEISSMANN, 2016; RM, 2011). Além disso, em condi¢cdes fisioldgicas, essas
células apresentam-se em estado quiescente com morfologia especifica,
representada por um corpo celular menor e varias ramificagcbes alongadas
(YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015).

Micréglia sao células multifuncionais e apresentam papel importante na
manutencdo da homeostasia do SNC devido a sua fungdo fisiologica na
producédo de neurotrofinas, fagocitose e poda sinaptica (ARCURI et al., 2017).
Monitoram o ambiente ao redor proporcionando tanto a sobrevivéncia quanto a
morte dos neurénios (CHUNCHAI; CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2017).
Quando ativada por estimulos fisiolégicos ou patoldégicos ocorrem mudancas
morfolégicas e funcionais nessas células. Nessas condi¢cdes, as microglias
possuem ramificagdes reduzidas e grossas e tamanho do corpo celular maior,
0 que € caracteristico de uma ativacao inflamatéria. Micrdglias ativadas,
passam a produzir maior quantidade de citocinas pré-inflamatérias
potencializando o processo inflamatério (YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF,
2015). Esse processo pode promover um rompimento da BHE e como
consequéncia, a entrada de mondcitos provenientes da periferia para o
parénquima do SNC (AJAMI et al., 2011). Os mondcitos infiltrados, por sua vez,
podem se converter em células com semelhancas morfolégicas a microglia,
aumentando o numero dessas células no local da infeccdo ou lesao
(GOPINATH et al., 2020). Quando os fragmentos celulares ou substancias
antigénicas sao removidos, a micrdglia retorna ao estado de repouso e as
células infiltradas no SNC desaparecem (AJAMI et al., 2011).

Varios agentes patogénicos infecciosos sao descritos por induzirem ativacao
microglial (FIGARELLA et al., 2019; OZARSLAN; ROBINSON; GAW, 2019).
Além disso, outros fatores nao infecciosos como o estresse (WALKER;
NILSSON; JONES, 2013) e dieta rica em lipideos (VINUESA et al., 2016)
mostraram-se capazes de induzir inflamacao e consequente ativagao microglial

em varias regides encefdlicas envolvidas com os transtornos psiquiatricos.
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Dados prévios do nosso grupo, observaram resposta neuroinflamatéria apos o
consumo da dieta HC representado pelo aumento da ativagcdo microglial e
oxido nitrico (NO) no CPF e HIP (GOMES, JULIA A.S. et al., 2020).
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Figura 2. Processo de ativacao microglial

Varios agentes infecciosos e nao infecciosos podem promover a ativacdo microglial
caracterizada por alteracées na morfologia microglial. Uma vez ativada, a micréglia passa a
produzir varias citocinas pré inflamatérias caracterizando o processo de neuroinflamagéo. A
neuroinflamagéo por sua vez, diminui a permeabilidade da barreira hematoencefédlica e como
consequéncia, a entrada de mondécitos provenientes da periferia no parénquima encefalico, o
que potencializara o processo neuroinflamatério. BHE: barreira hematoencefalica. Figura do
autor criada no site biorender.com.

As evidéncias atuais apoiam que a obesidade pode favorecer o
desenvolvimento de déficits cognitivos (ALOSCO et al., 2014; DYE et al., 2017)
e doencas neurodegenerativas (DANAT et al., 2019; PUGAZHENTHI; QIN;
REDDY, 2017). De fato, estudos de neuroimagem revelaram uma redugao
neuronial e do volume cerebral em individuos obesos (WARD et al., 2005). A
micréglia pode apresentar um papel fundamental nessas alteragdes uma vez
que essas células moldam circuitos neurais fagocitando sinapses fracas
(ARCURI et al., 2017). Dessa forma a obesidade pode interferir nas sinapses o
gue causa a eliminacdo dessas sinapses pela microglia (HAO et al., 2016).

Uma interpretacdo alternativa é que a obesidade faz com que a micréglia se
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torne patologicamente reativa, e como consequéncia ocorre a fagocitose de
sinapses funcionais (COPE et al., 2018).

Embora as mudancas funcionais e morfolégicas que ocorrem pela ativacao
microglial sejam de suma importancia para lidar com os desafios patogénicos,
essas alteracbes podem comprometer o funcionamento fisiol6gico da microglia,
que podem alterar respostas cognitivas, comportamento e humor (TAY;
BECHADE; et al., 2017; TAY; SAVAGE:; et al., 2017). Nesse contexto, diversos
estudos mostram que a neuroinflamacgéao induzida pela ativacao microglial esta
relacionada a sintomas do tipo depressivos em roedores (YIRMIYA;
RIMMERMAN; RESHEF, 2015).

De fato, um estado de ativacdo microglial € encontrado tanto na obesidade
(BOCARSLY et al., 2015) quanto nos transtornos psiquiatricos (YIRMIYA;
RIMMERMAN; RESHEF, 2015) o que mostra um elo entre essas duas
patologias. Dessa forma, a inibicdo da ativacdo microglial pode ser um alvo
importante para atenuar as alteragdes comportamentais originadas de um
processo de neuroinflamacdo como por exemplo, inflamacdo decorrente da
obesidade.

Nesse contexto estudos mostraram que a minociclina, um farmaco capaz de
inibir a ativagdo microglial atenuou o comportamento tipo depressivo
ocasionados pelo consumo de uma dieta rica em lipideos em camundongos
(REIS; CASTEEN; ILARDI, 2019; ZHANG, CAl et al., 2019).

A minociclina (7-dimetilamino-6-dimetil-6-desoxitetraciclina) é um farmaco
semissintético analogo da tetraciclina com propriedades anti-inflamatérias,
antibiéticas, antifungica e antiapoptética (SOCZYNSKA et al, 2012)
Apresenta uma alta permeabilidade na barreira hematoencefalica devido sua
lipofilicidade e tamanho reduzido (LI, C; YUAN; SCHLUESENER, 2013;
MURROUGH et al., 2015). A minociclina é amplamente utilizada como um
antibiético de amplo espectro com acao bacteriostatica através da inibicao da
sintese proteica e apresenta agao contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013). E completamente
absorvida quando tomada oralmente, clinicamente bem tolerada em dosagens
de até 200 mg/dia e é considerado segura para seres humanos pelo Food and
Drug Administration [FDA, (BARZA et al., 1975)]. Além disso, tem sido utilizada

no tratamento de varias doencas inflamatérias e foi reportado um efeito
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neuroprotetor dessa droga e melhorias no perfil de doencas
neurodegenerativas (KIM, H S; SUH, 2009; LI, C; YUAN; SCHLUESENER,
2013). De fato, os principais efeitos biolégicos da minociclina estao envolvidos
na patogénese de varios disturbios neurolégicos e suas vias de atuagédo ocorre
através da atenuacao da apoptose e da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), assim como a inibigdo da ativacdo microglial e como
consequéncia atenuacao da liberagcdo subsequente de metaloproteinases de
matriz (MMPs), 6xido nitrico (NO) e citocinas (PLANE et al., 2010).

Ainda, estudos mostraram potencial acao antidepressiva e ansiolitica dessa
droga (AN et al, 2015; SCHMIDTNER, ANNA K. et al, 2019). Como
evidenciado por Zheng et al (2015) e Saeedi Saravi et al (2016), os quais
mostraram que a minociclina reduziu o comportamento tipo depressivo,
induzidos por citocinas pro-inflamatérias e pesticidas organofosforados
respectivamente (SAEEDI SARAVI et al., 2016; ZHENG, LS; KANEKO;
SAWAMOTO, 2015). Em humanos, alguns estudos testaram a eficacia da
minociclina em pacientes com ansiedade e depressao, com resultados
promissores (DEAN et al., 2017; GAJBHIYE et al., 2018; MURROUGH et al.,
2015; SOCZYNSKA et al., 2012).

1.7 Perda de peso e transtornos psiquiatricos

A relagédo entre obesidade e saude mental tem recebido destaque na literatura
nos ultimos anos, especialmente no que se refere aos transtornos psiquiatricos.
Dessa forma, varios estudos tém procurado compreender se a perda de peso
pode melhorar esses transtornos em individuos obesos (BURGMER et al.,
2007; CAPURON et al., 2011). Grande parte desses estudos focam em vias
psicossociais € comportamentais, e baseiam-se no fato das pessoas com
obesidade serem alvos de preconceito e discriminacdo, fato que contribui no
desenvolvimento de disturbios psicossociais (TEICHMANN et al., 2006). Nesse
sentido, a perda de peso do individuo pode promover melhora nos sintomas
psiquiatricos também considerando-se a melhora da autoestima.

Embora muitos fatores psicolégicos sejam importantes contribuintes para o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (TEICHMANN et al., 2006),

fatores biolégicos, também sdo sugeridos em influenciar no aparecimento
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desses disturbios (CAPURON et al, 2011; CAPURON; LASSELIN;
CASTANON, 2016; JAREMKA; PACANOWSKI, 2019). Nesse contexto, a
diminuicdo da resposta ao estresse pode ser um importante fator contribuinte
para a reducdo de comportamento ansioso apdés a perda de peso. Foi
demonstrado por Butler et al (1990) que a infusdo de do fator de liberacao de
corticotropina (CRF) aumentou o comportamento tipo ansioso em
camundongos (BUTLER et al,, 1990). Por outro lado, a restricdo alimentar
promoveu diminuicao do receptor de glicocorticéides e CRF (LINDBLOM et al.,
2005).

O tecido adiposo é a principal fonte de adipocinas que podem modular
multiplas respostas imunes e metabdlicas (FONTANA et al., 2021). Dessa
forma, a perda de peso e consequente diminuicdo do estado inflamatorio
cronico de baixa intensidade pode apresentar um importante papel para
melhoria dos sintomas depressivos e ansiosos em humanos (BURGMER et al.,
2007; CAPURON et al., 2011) e alteragbes comportamentais em camundongos
(KIM, HWAJIN et al., 2016; LEVAY et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2009;
ZEMDEGS et al., 2016). Adicionalmente, foi demonstrado por Berkseth et al
(2014) que a perda de peso induzida pela troca de dieta HF para racéo
padrdo em camundongos reverteu a ativagcdo microglial no ndcleo arqueado
(ARC) do hipotalamo, uma regido chave para a regulacdo da homeostase
energética e da adiposidade o que sugere que a perda de peso pode melhorar
a reatividade microglial (BERKSETH et al., 2014).

Assim, verificamos no presente trabalho a hip6tese de que o tratamento com
minociclina ou a perda de peso induzida por intervencao dietética atenuara os
comportamentos de ansiedade e compulsdo e as respostas inflamatérias
central e periférica observados apds o consumo da dieta HC.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar se o tratamento com minociclina ou intervencao dietética atenuara os

comportamentos de ansiedade e compulsdo e as respostas inflamatérias

central e periférica observados apds o consumo da dieta HC.

2.2 Objetivos Especificos

X/
L X4

X/
o

Verificar o tempo necessario de consumo da dieta HC para induzir

comportamento tipo compulsivo.

Verificar se o pré-tratamento com minociclina atenua as consequéncias
comportamentais, ativacdo microglial e alteragbes sistémicas

observadas apds o consumo crénico da dieta HC.

Verificar se a troca da dieta HC pela dieta padrao atenua as alteracdes
comportamentais e sistémicas decorrente do consumo crénico da dieta
HC.
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3. METODOS

3.1 Animais

Camundongos Balb/C, machos, com 6 a 7 semanas de vida provenientes do
Centro de Bioterismo da UFMG (CEBIO — UFMG) foram mantidos agrupados
(7 a 8 animais por caixa) em suas respectivas caixas em uma das salas do
Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas-2 (BICBIO-2) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), com ciclo claro-escuro 12h (7 as 19 horas) e
racdo e agua ad libitum. Os procedimentos descritos a seguir foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG) sob o niimero de
protocolo 065/2017.

3.2 Composicao das dietas

Os animais foram alimentados com ragédo padrao para roedores (Nuvilab-CR1)
ou dieta rica em carboidratos refinados (HC).

A dieta HC é constituida de 45% de leite condensado, 45% de uma dieta
comercial para roedores (Nuvilab-CR1) e 10% de acucar refinado (OLIVEIRA et
al., 2013). A confeccado da dieta HC foi realizada da seguinte forma: Em uma
vasilha, foi colocado a agua e o leite condensado e misturou-se bem. Em
seguida, foi adicionado aos poucos o acgucar refinado e o p6 da racao
previamente peneirado até formar uma massa homogénea. Esperou-se
aproximadamente 1 hora para a confec¢ao do pellet de racdo. Cada pellet tinha
formato arredondado e pesava aproximadamente 50g. A dieta HC foi mantida
em freezer por um periodo maximo de 3 meses. As composi¢cdes de

macronutrientes de ambas as dietas estdo expressas na tabela abaixo.
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Macronutrientes Dieta Padrao Dieta HC

Proteina (%) 31,1 20
Lipideo (%) 3,1 5,8
Carboidrato total (%) 65,8 74,2

- Sacarose (%) = - 30,0
Kcal/g 4,0 4.4

(OLIVEIRA et al., 2013)

Tabela 1. Propor¢coes de macronutrientes presentes nas dietas padrao para roedores
(Nuvilab) e rica em carboidratos refinados (HC).

3.3 Drogas

Minociclina (Galena®, SP, Brasil) na dose de 50 mg/Kg, padronizada apés
curva dose resposta, foi diluida em salina na concentragdo 5mg/ml para
administragao via intraperitoneal (i.p) ou 10mg/ml para administracdo via
gavagem; e administrada via.ip por 7 dias ou via gavagem por 15 dias nas

Ultimas semanas anteriores aos testes comportamentais.

3.4 Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram executados no periodo da manha e os
animais foram colocados na sala de experimentacdo do laboratério de
Neuropsicofarmacologia (LNP) do Departamento de Farmacologia,
previamente mantidos por um periodo minimo de 40 minutos para habituagéo
do local. Apés os testes os animais foram colocados em uma nova caixa € nao
tiveram contato com o0s animais que ainda n&o tinha passado pelos

experimentos comportamentais.

= Teste de enterrar esferas (Marble Burying):

Os animais foram individualmente colocados em uma caixa de policarbonato
(30 x 40 x 12 cm) com cinco cm de serragem durante cinco minutos para
habituagédo (Figura 3 A); logo apdés, foram retirados da caixa e colocados em

uma nova caixa por 30 minutos. Em seguida os camundongos foram
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reexpostos a mesma caixa contendo 25 esferas de vidro (1,5 cm de diametro)
distribuidas de forma equidistante por 30 minutos (Figura 3 B). Apds esse
periodo, os animais foram retirados da caixa e o numero de esferas enterradas
foi contabilizado manualmente por um experimentador que desconhecia 0s
grupos experimentais (Figura 4 C). Foram consideradas como esferas
enterradas aquelas que apresentaram, no minimo, dois tercos de sua area
cobertas pela serragem (DEACON, 2006).

A) B) C)
e o o ® 9 Q ® @
o o o o o ® o o o
@ o O e o e o e o
e o ¢ ® o e o ® o
e o @ ® o e o o @
5 minutos 30 minutos

Figura 3. Imagem representativa do teste de enterrar esferas (MB)
A) periodo de ambientacdo na caixa; B) Teste de enterras esferas; C) Caixa com algumas
esferas enterrada. Figura do autor criada no site biorender.com

= Teste de alimentacdo suprimida pela novidade (Novelty Supressed

Feeding):

Os animais foram colocados em jejum 24 horas antes do teste comportamental.

Para isso, a racao foi removida e trocou-se também a maravalha e as tampas
das caixas, para que nenhum resquicio de racao ficasse disponivel. No dia do
teste, os animais foram transferidos para uma sala do LNP, com controle de
temperatura e luz. Apdés a habituagcdo de 1 hora, os camundongos foram
colocados individualmente em uma caixa (caixa 1) no escuro, contendo um
unico pellet de ragéo padrdo ou dieta HC, de acordo com o grupo experimental.
Esse pellet foi colocado sob um foco de luz no centro da caixa criando um
ambiente aversivo e 0s camundongos permaneceram la até que eles
mordessem a ragdo ou pelo tempo maximo de 10 minutos (Figura 4 A). A
laténcia para o primeiro episédio de se alimentar foi mensurada com o auxilio
de um cronémetro. Os animais que apresentaram laténcia igual ou superior a
dez minutos, foram eliminados do teste. No teste NSF, os animais séo privados
de alimento por 24 horas. Assim, apds o teste, os animais foram colocados por

5 minutos em uma caixa contendo racao controle ou dieta HC pré-pesados
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(caixa 2) e foi quantificado o consumo alimentar durante 5 minutos nessa caixa
[Figura 4 B (YANG, L P et al., 2015)].

A) B)

Primeira mordida no pellet de ragdo 5 minutos

Figura 4. Imagem representativa do teste de alimentacado suprimida pela novidade (NSF)
A) Laténcia para se alimentagdo no NSF; B) Consumo alimentar nos 5 minutos

subsequentes ao teste. Figura do autor criada no site biorender.com

= Teste do campo aberto:

Os animais foram expostos a uma arena circular (30 cm X 30 cm) durante
30 minutos, o comportamento foi filmado e a distancia percorrida pelos
animais foi determinada com o auxilio do software ANY-MAZE video
tracking system [versao 4.5; Stoelting® (figura 5)].

Figura 5. Imagem representativa do teste do campo aberto
Figura do autor criada no site biorender.com

3.5 Procedimento para coleta dos tecidos

Apos os experimentos comportamentais, os animais foram anestesiados com
Quetamina (80 mg/Kg) e Xilazina (15 mg/kg). Logo em seguida, parte dos
camundongos tiveram suas cavidades abdominais expostas e foram
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perfundidos transcardialmente com 100 ml de tampao fosfato salina (PBS
0,01M, pH 7,4) seguido de 50 ml de paraformaldeido (PFA) 4% fosfatado e
tamponado em PBS. Os encéfalos foram removidos e posteriormente
processados, para 0s ensaios de imuno-histoquimica para a proteina lba-1. Os
demais animais foram eutanasiados por exsanguinacdo para coleta de
amostras do sangue, para andlises sorologicas dos metabolitos (colesterol,
glicose e triglicerideos) e adipocitocinas (leptina, quemerina, adiponectina e
resistina). Também foram removidos o encéfalo e as seguintes regides
dissecadas: cértex pré-frontal (CPF), estriado (ST) e hipocampo (HIP). Os
tecidos adiposos retroperitonial (TAR), mesentérico (TAM) e epididimal (TAE)
foram dissecados e pesados. Os tecidos foram imediatamente congelados em
gelo seco e armazenados em freezer -80°C para analises de citocinas. Os
pesos dos tecidos adiposos foram utilizados para o célculo do indice de

adiposidade.
3.6 indice de adiposidade corporal adaptado (IAC adaptado)

Os animais que foram eutanasiados e submetidos a perfusao tiveram acumulo
de liquidos no TAM, consequentemente observamos alteracdo no peso desse
tecido. Assim, o célculo da adiposidade corporal foi adaptado (Oliveira, 2013)
pela soma dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal dividido pela

massa corporal vezes cem, conforme a equagao abaixo:

IAC adaptado = (TAE + TAR) x 100
Massa corporal

Formula 1. indice de adiposidade corporal adaptado (IAC adap)
IAC: Indice de adiposidade; TAE: Tecido adiposo epididimal; TAR: Tecido
adiposo retroperitonial.

3.7 Imunohistoquimica para a marcacao da proteina Iba-1

Apos o processo de perfusao, os encéfalos foram removidos e armazenados
em PFA 4%. Ap6s 2 horas, foram armazenados sob refrigeragcdo em solucao
de sacarose 30% por aproximadamente 30 horas para crioprotecédo do tecido e
posteriormente, congelados em isopentano previamente resfriados em gelo

seco e mantidos em freezer -80. Os encéfalos congelados foram cortados no
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criostato (Leica Biosystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) e armazenados em
meio crioprotetor (30% de etilenoglicol, 30% de glicerol em Krebs PBS) a -20
°C até processamento posterior. Foram utilizadas no minimo trés fatias de 30
um/animal de cada regiao encefdlica a ser investigada: Cértex cingulado
anterior (Cg1), pré-limbico (Prl) e infra-limbico (IL) do CPF; CA1, CA3 e Giro
denteado (GD) do HIP e Core e Shell do nucleo accumbens (NAc) do ST
ventral. A escolha dos cortes foi baseada no atlas anatdémico de encéfalo de
camundongo de Paxinos e Franklin (2001) com as seguintes referéncias: CPF:
Bregma 1,98 a 1,78mm, HIP: Bregma -1,34 a -2,06mm e ST: Bregma 1,54 a
1,34 mm (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Utilizou-se técnicas indiretas de
imunohistoquimica para marcacdo de uma proteina citoplasmatica especifica
para micrdglia, Iba-1 [ionizing calcium-binding adaptor molecule 1,
(RANGARAJU et al., 2015)]. Inicialmente, as fatias foram lavadas com solucao
salina tamponada com Tris (TBS) trés vezes por 5 min. Em seguida, incubadas
com: tampao citrato a 70°C durante 1 hora, peréxido de hidrogénio (H202 1%)
durante 15 minutos, solugdo de bloqueio (1% de BSA e 0,5% de Triton-X 100
em TBS) por 1 hora e com anticorpo primario anti lba-1 a 4°C (1:500, Wako
Chemicals USA, Inc., Richmond, VA, EUA) por aproximadamente 48 horas.
Apos esse periodo as fatias foram incubadas com: Anticorpo secundario (1:
500, VECTASTAIN Elite ABC Kit No. PK- 4001 - VECTOR Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) durante 2h, Complexo Avidina Biotina (1:200, Vector,
Vectastain® ABC Kit No. PK- 40014001 - VECTOR Laboratories, Burlingame,
CA, EUA) por 1 hora e reveladas com solugdo de 10 mg de 3,3
Diaminobenzidine tetrahydrochoride (DAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
+ 16 ml de TBS e 6,4pL de H202 30%. Durante todo o procedimento os cortes
foram lavados com TBS por trés vezes, durante 5 minutos entre as etapas.
Apds o processo de imunohistoquimica, os cortes foram colocados em laminas
gelatinizadas, aguardou-se, no minimo, 24 horas para que as mesmas
estivessem secas e, logo apds, as laminas foram submetidas ao processo de
diafanizagdo e montagem com laminula. Para a diafanizagédo, as laminas foram
colocadas em um suporte e foram imersas por trés minutos nas seguintes
solugdes: agua destilada, alcool 50%, alcool 75%, alcool absoluto | e Il
Esperou-se aproximadamente 10 minutos para que as laminas estivessem

secas e submeteu as em xilol absoluto por 30 minutos. As montagens das
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laminas foram realizadas logo em seguida com laminulas previamente
higienizadas com &acido acético glacial e alcool absoluto. As laminulas foram
coladas sobre as lamina com Entellan®. As fatias foram analisadas por
microscopia (Zeiss Microscopy) e as imagens capturadas por camera digital no
aumento de 20x e 40x. Posteriormente, a quantificacao das células marcadas e
a analise de Sholl foram realizados com o auxilio do software Image J (Image J
1.4q National Institute of Health, USA).

Contagem de células:

Para a analise do numero de células iba-1+, foi realizado uma contagem
manual do numero total de micrdglias marcadas em 3 fotos (aumento 20x) de
fatias distintas em cada regido investigada (Cg1, Pr e IL do CPF; CA1, CAS3,
GD do HIP e Core e Shell do NAc).

Analise de Sholl:

Para analises de Sholl, foram utilizadas células Ibal+ individuais obtidas de 3
fotos (aumento 40x) de fatias distintas em cada regido investigada.
Primeiramente, através do software Image J (Image J 1.4q National Institute of
Health, USA), as imagens foram transformadas em imagens binarias. Logo
apds, através da funcdo “analise de Sholl”, circulos concéntricos (raios)
espacados em 3 pym foram tragados a partir do centro do corpo celular até o
ponto mais distante da maior ramificacdo. Foram medidos o comprimento da
maior ramificacdo da micréglia, o numero total de interseccbes (total de
ramificacdes), o numero de interseccbes ao longo dos raios (pontos de
ramificacdes) e a area do corpo celular, [figura 6, (KONGSUI et al., 2014;
SHOLL, 1956)].

Andlise de Sholl

Comprimento Total de intersecgbes N de interseccOes [raio Area do corpo celular

Figura 6. Esquema representativo da analise de Sholl
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Imagem criada pelo autor no site biorender.com

3.8 Analises dos metabolitos no soro

Colesterol total, triacilglicerol, e glicose presentes no soro foram quantificados
por Kit enzimatico (KATAL, Belo Horizonte, MG) segundo as instrugdes do
fabricante.

3.9 Analise de adipocitocinas no soro e citocinas no cérebro e TAE

Para anadlises de adipocitocinas no soro (leptina, quemerina, adiponectina e
resistina) e para analises teciduais do TNF-a, IL-10 e IL-6 no TAE, CPF, HIP e
ST utilizou-se o método de ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay).

Para as amostras teciduais, inicialmente foi realizado um protocolo de
homogeneizacado no qual 100 mg de tecido adiposo ou toda a regido dissecada
do CPF, HIP e ST foram homogeneizados com 1ml (TAE) ou 100 pL
(encéfalo) de solucédo de extracdo de citocinas (NaCl 0,4M, Tween 20 0,05%,
albumina de soro bovino (BSA,0,5%), Cloreto de benzeténio 0,1Mm, fluoreto de
fenilmetilsufonila 0,1Nm, EDTA 10NM, 20Ul de aprotinina) diluidos em (PBS
0,8%, KCI 0,02% e Na2HPO4.12H20 0,289% diluidos em agua destilada). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10000 rotacdes por
minuto (rpm) a 4°C. Foi retirado o infranadante (TAE) ou sobrenadante (demais
tecidos) que foram congelados a -20°C para analise por meio do método de
ELISA como descrito a seguir: Primeiramente foi colocado em placas de 96
pocos (C96 MicroWellTM Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA,
USA) 50uL/pogo de anticorpo de captura (R&D System, Inc., Minneapolis,
USA) previamente diluido em tampdo PBS (5,55uL/ml) para cada
citocina/adipocina testada. Apdés 24 horas, foi adicionado 100uL/poco de
solucao de bloqueio (BSA1% em PBS1x) e deixou sob agitacdo por 1 hora. Em
seguida foi adicionado 50uL/pogo das amostras, diluidas em BSA 0,1%, curva
padrao ou branco e incubou-se por 24 horas. Apos esse periodo, adicionou-se
50uL/pogo do anticorpo de deteccao previamente diluido em (BSA 0,1%) em
PBS e incubou-se por 2 horas. Adicionou 50uL/poco de solucdo de
streptavidina (5uL/ml) e incubou-se sob agitacdo por 20 minutos. Adicionou-se
100pL/pogo do substrato fenilenodiamina (OPD, Simga) (0,4mg de OPD+ 0,2uL
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de H202 (30%)/ml de tampéao citrato). Ap6s alguns minutos, a reacao foi
interrompida com &acido sulfarico (H2SO4) 1M. O produto de oxidacdo do OPD
foi detectado por colorimetria a 490nm.Durante todo o procedimento as placas
foram lavadas com 200uL/pogo de solugcdo de lavagem por trés vezes entre

cada etapa.

3.10 Analise dos resultados

Os dados foram testados quanto sua normalidade de distribuicdo através do
teste Kolmogorov-Smirnov e foram expressos como média + erro padréo da
média (E.P.M.). Foram utilizadas analises de variancia (ANOVA) seguidas pelo
pos-teste de Bonferroni e o teste t de Student ndo pareado. Foi considerado
como diferenca significativa o valor de p<0,05.

3.11 Delineamento experimental

Para os experimentos que avaliaram o progresso das alteracoes metabdlicas e
comportamentais apds o consumo de dieta HC, os animais foram separados
em quatro grupos: Um grupo recebeu racdo padrdo para roedores (Nuvilab-
CR1) e os outros receberam dieta HC por 4,8 ou 12 semanas. Durante todo o
periodo experimental os animais tiveram controle do peso e da ingesta
alimentar avaliados semanalmente. Ap6s esse periodo, os animais foram
submetidos ao teste MB e eutanasiados para retirada do tecido adiposo para o
calculo do IAC adaptado (Figura 7A).

Para os experimentos com a minociclina, os animais foram divididos em dieta
HC ou controle por 10 ou 11 semanas. Posteriormente subdivididos em 2
grupos: salina e minociclina. Apdés o tratamento farmacolédgico os animais foram
submetidos aos testes comportamentais, MB e NSF, e eutanasiados para
retirada do encéfalo, tecido adiposo e soro para analises (figura 7B).

Para os experimentos de troca da dieta padrao para dieta HC os animais foram
divididos em 3 grupos. Dois receberam dieta HC e um dieta padrdo. Na 102
semana um grupo de dieta HC foi substituido pela dieta padrdao e
permaneceram nessas dietas até completar 12 semanas. Apds esse periodo 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais, MB e NSF, e
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eutanasiados para retirada do encéfalo, tecido adiposo e soro para analises
(figura 7C).

a) Delineamento experimental dieta HC por 4,8 ou 12 semanas
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c) Delineamento experimental substituicao da dieta HC por dieta padrao
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Figura 7. Esquema representativo dos grupos experimentais
Figura do autor criada no site biorender.com
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4.0 RESULTADOS

4.1 O consumo da dieta HC aumentou a adiposidade corporal sem
modificar o peso e consumo alimentar dos camundongos

Com objetivo de verificar o progresso das alteragcdes metabdlicas apds o
consumo de dieta HC por 4, 8 e 12 semanas, foram avaliados a adiposidade
corporal, 0 peso e consumo dos animais nesse periodo. Observou-se aumento
do indice de adiposidade apoés 4 (t 30 = 5,85; p<0,001; teste t de Student, figura
8), 8 e 12 semanas (F@41) = 11,37; p=0,001; ANOVA de uma via, figura 9).
Porém, nao houve diferenca no peso (fator dieta F(1,96) = 0,14; p=0,71; ANOVA
de duas vias, figura 10A) e no consumo alimentar durante as 12 semanas de
tratamento (fator dieta: F(1,48= 0,09; p=0,77; fator tempo: F.48 = 0,55; p=0,86;
interacao dieta x tempo: F(11, 48 = 0,31; p=0,98; ANOVA de duas vias, figura
10B).
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Figura 8. O consumo da dieta HC por 4 semanas aumenta o indice de adiposidade
corporal dos animais
As barras representam a média + E.P.M. do nimero de esferas enterradas, n=15/grupo (Teste
t de Student; *p<0,05).
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Figura 9. O consumo da dieta HC por 8 e 12 semanas aumenta o indice de adiposidade
corporal dos animais

As barras representam a média + E.P.M. do nimero de esferas enterradas. *p<0,05 em relacdo
ao grupo dieta padrao, n=12-17/grupo (ANOVA de uma via seguida de Bonferroni).
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Figura 10. O consumo da dieta HC ndo promove alter¢cdes no peso (A) e consumo
alimentar médio diario (B) no decorrer das 12 semanas experimentais

As barras representam a média + E.P.M. n=7-8/grupo/caixa (ANOVA de duas vias).

4.2 Apenas o consumo por 12 semanas de dieta HC promoveu

comportamento tipo compulsivo nos camundongos

Com intuito de verificar o0 momento que as alteragdes comportamentais
decorrentes do consumo da dieta HC comegam a se manifestar, foi avaliado o
efeito do consumo da dieta HC no comportamento compulsivo apés 4, 8 e 12
semanas. Apenas o0 consumo por 12 semanas aumentou o numero de esferas
enterradas no teste MB (i@0) = 0,73; p=0,47; teste t de Student, figura 11) e
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(F4e) = 6,06; p=0,004; ANOVA de uma via, figura 12). Assim, apenas o
protocolo de 12 semanas de dieta HC foi empregado nos experimentos

subsequentes.
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Figura 11. O consumo da dieta HC por 4 semanas ndao promove comportamento de
compulsao no teste de enterrar esferas

As barras representam a média + E.P.M. do nimero de esferas enterradas, n=15/grupo (Teste
t de Student).
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Figura 12. Apenas o consumo da dieta HC por 12 semanas promove comportamento de
compulsao no teste de enterrar esferas

As barras representam a média + E.P.M. do numero de esferas enterradas.

*p<0,05 em relagcdo ao grupo dieta padrdo, n=15-16/grupo (ANOVA de uma via seguida de

Bonferroni).
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4.3 O tratamento intraperitoneal por 7 dias com minociclina nao atenuou
os comportamentos de compulsiao e ansiedade promovidos pelo
consumo cronico da dieta HC

A fim de determinar qual dose de minociclina seria utilizada nos experimentos,
verificou-se, inicialmente, o efeito dessa droga nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg,
pela via intraperitoneal, nos testes MB e NSF que receberam a dieta padréo. A
administragdo de minociclina nas diferentes doses ndo modificou 0 nimero de
esferas enterradas (F@26= 0,36; p=0,78; ANOVA de uma via, figura 13)
laténcia para se alimentar (F@,32= 1,41; p=0,25; ANOVA de uma via, figura 14)
e quantidade de racdo consumida apds o NSF dos animais (F@.29= 0,53;
p>0,66; ANOVA de uma via, figura suplementar 1). Entretanto, os
camundongos que receberam a dose de 75mg/kg apresentaram como efeito
colateral, diarreia e perda de peso. Desta forma, para os experimentos

subsequentes a dose utilizada foi de 50 mg/Kg.
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Figura 13. As trés doses de minociclina testadas nado altera comportamento de
compulsao no teste de enterrar esferas

As barras representam a média + E.P.M. do numero de esferas enterradas, n=7-8/grupo
(ANOVA de uma via).
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Figura 14. As trés doses de minociclina testadas nado altera comportamento de
ansiedade no teste alimentacao suprimida pela novidade
As barras representam a média + E.P.M. da laténcia para se alimentar, n=9-12/grupo (ANOVA

de uma via).

Inicialmente, verificamos se o tratamento com a minociclina por 7 dias, influenciaria o
comportamento tipo compulsivo e ansioso decorrentes do consumo da dieta HC.
Conforme mostra as figuras 15 e 16, os animais que consumiram a dieta HC
enterraram um maior numero de esferas no teste do MB e apresentaram maior
laténcia para se alimentar no teste do NSF. O tratamento com a minociclina nao
modificou tais alteragcdes observadas no teste do MB (fator dieta F123) = 5,60; p=0,03;
fator droga F123= 0,06; p=0,80; interacao dieta X droga F1,23= 0,001; p=0,97; ANOVA
de duas vias, seguida de Bonferroni) e NSF (fator dieta Fs3= 6,73; p=0,01; fator
droga (1,53= 0,07; p=0,79; fator dieta X droga Fs3= 0,56; p=0,46; ANOVA de duas
vias, figura 16). Adicionalmente, foi observado um aumento do consumo nos 5 minutos
subsequentes ao NSF nos animais que consumiram a dieta HC (fator dieta F13s=
9,50; p=0,0038; fator droga F 8= 0,54; p=0,46; interacao dieta X droga F138= 1,17
p=0,28; ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni, figura suplementar 2).
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Figura 15. Tratamento com minociclina 50 mg/Kg por 7 dias nao modifica o
comportamento de compulsao observado apés o consumo da dieta HC no teste de
enterrar esferas

As barras representam a meédia + E.P.M. do numero de esferas enterradas.*<p<0,05 em

relacédo ao grupo dieta padrao; n=6-8/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 16. Tratamento com minociclina 50 mg/Kg por 7 dias nao modifica o
comportamento de ansiedade observado apdés o consumo da dieta HC no teste
alimentacao suprimida pela novidade

As barras representam a média + E.P.M. do consumo. *p<0,05 em relagdo ao grupo dieta

padrdo, n=10-12/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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4.4 O tratamento com minociclina por 15 dias atenuou comportamentos
de compulsao e ansiedade promovidos pelo consumo da dieta HC.

Uma vez que a minociclina na dose de 50mg/kg administrada por 7 dias nao
modificou as respostas comportamentais associadas ao consumo da dieta HC,
optamos por aumentar o periodo de tratamento com minociclina para 15 dias.
No entanto, observamos que a administracao i.p de minociclina por um tempo
prolongado promoveu dor e irritagdo local. Assim, substituimos a via de
administragdo pela via oral.

A administragdo de minociclina por 15 dias atenuou o numero de esferas
enterradas nos animais alimentados com dieta HC em comparacdo aos
animais que receberam dieta HC e salina (fator dieta F(1,52) = 3,65; p=0,06; fator
droga F,52= 7,28; p=0,0094; interacdo dieta X droga F(152= 4,14; p=0,04;
ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni, figura 17). A minociclina também
atenuou a laténcia para se alimentar no teste do NSF nos animais pertencentes
a dieta HC (fator dieta F(1,54) = 4,71; p=0,03; fator droga F1,54= 4,52; p=0,04;
interagéo dieta X droga F1,54= 0,22; p=0,64; ANOVA de duas vias seguido de
Bonferroni, figura 18). Os efeitos referentes a minociclina ndo séo atribuidos a
diminuicdo do apetite dos animais, uma vez que a diferenga no consumo
alimentar durante 5 minutos subsequentes ao teste foi observada nos dois
grupos que receberam a dieta HC (fator dieta F1,55= 4,40; p=0,04; fator droga
Fass= 0,11; p=0,74; interacao dieta X droga F(1,55= 1,01 p=0,32; ANOVA de
duas vias, seguido de Bonferroni, figura suplementar 3).

Adicionalmente, os efeitos referentes a minociclina ndo sao atribuidos a
alteracdo na locomocgado dos animais, pois ndo observamos alteracdes da
atividade locomotora apds o tratamento com minociclina (fator dieta F1,26) =
7,3489% p=0,93; fator droga F(126= 0,06; p=0,80; interacdo dieta X droga
F(1.26)= 3,84; p=0,06; ANOVA de duas vias, figura 19).
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Figura 17. Tratamento com minociclina 50 mg/Kg por 15 dias reverte o comportamento
de compulsao observado apos o consumo da dieta HC no teste de enterrar esferas

As barras representam a média + E.P.M. do nimero de esferas enterradas. *p<0,05 em relacao
ao grupo dieta padréo salina, #p<0,05 em relacdo ao grupo dieta HC salina, n=13-16/grupo

(ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura 18. Tratamento com minociclina 50 mg/Kg por 15 dias atenua o comportamento
ansiogénico observado apos consumo da dieta HC no teste de alimentacdao suprimida
pela novidade

As barras representam a média + E.P.M. do consumo. *p<0,05 em relagdo ao grupo dieta
padrédo; #p<0,05 em relagdo ao grupo dieta HC salina, n=14-15/grupo (ANOVA de duas vias

seguida de Bonferroni).
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Figura 19. O consumo da dieta HC e o tratamento com minociclina néo altera a atividade
locomotora dos animais no teste campo aberto

As barras representam a média + E.P.M. da distancia percorrida em metros. n=6-8/grupo
(ANOVA de duas vias).

4.5 O tratamento crénico com minociclina diminui ativacao microglial e
normalizou os niveis de algumas citocinas encefalicas de camundongos

alimentados com dieta HC

Dados prévios do nosso grupo mostraram que o consumo crénico da dieta HC
promove uma resposta neuroinflamatéria em regides encefélicas associadas
com os comportamentos de compulsdo e ansiedade, sugerindo que essa
resposta possa estar associada a tais comportamentos. Assim, avaliou-se 0
tratamento crénico com a minociclina modificaria o recrutamento, alteragdes
morfolégicas de células microglias e perfil de citocinas. Conforme mostra a
tabela 2, ndo houve diferenca no numero de células iba-1 positivas nas regides
CG1 (efeito dieta F(1,13) = 0,0001; p=0,99; fator droga F,13= 0,15; p=0,70;
interagcao dieta X droga F1,13= 0,15; p=0,70; ANOVA de duas vias), IL (fator
dieta F1,13) = 0,49; p=0,49; fator droga F1,13= 0,014; p=0,91; interacdo dieta X
droga F1,13)= 0,08; p=0,78; ANOVA de duas vias) e PL (fator dieta F(1,15 =1,29;
p=0,31; fator droga F1,15= 0,0004; p=0,98; interacao dieta X droga F1,15= 0,07;
p=0,80; ANOVA de duas vias) do CPF; CA1 (fator dieta F(,14) = 0,30; p=0,59;
fator droga F(1,14= 0,01; p=0,91; interacdo dieta X droga F,14= 0,34; p=0,57;
ANOVA de duas vias), CA3 (fator dieta F(1,149 = 0,0006; p=0,98; fator droga
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Fa,14= 0,07; p=0,79; fator dieta X droga F(,14= 0,05; p=0,82; ANOVA de duas
vias) e GD (fator dieta F1,14) = 0,23; p=0,63; fator droga F1,14= 0,38; p=0,54;
fator dieta X droga F,14= 0,14; p=0,71; ANOVA de duas vias) do HIP e core
(fator dieta F(1,13) = 0,62; p=0,44; fator droga F,13= 0,20; p=0,66; interacao
dieta X droga F1,13= 0,10; p=0,75; ANOVA de duas vias) e shell (fator dieta
Fa.13 = 0,49; p=0,50; fator droga F,13= 0,40; p=0,54; fator dieta X droga
Fa,13= 0,02; p=0,89; ANOVA de duas vias) do nucleo accumbens (NAc) do ST

ventral.

Dieta Padrao Dieta Padrao Dieta HC + Dieta HC +

+ Salina + Salina Minociclina
Minociclina

CG1 (CPF) 92,25 +11,40 99,50 £7,18 95,80 + 9,62 95,75 £ 7,77
PL (CPF) 98,25 +11,08 96,00 + 6,36 87,60 + 8,10 89,50 + 4,92
IL (CPF) 93,75+12,62 92,00 +13,17 83,60 + 8,07 87,75 £ 6,34
CA1 (HIP) 71,75 +£12,95 76,50 £ 5,05 72,00 = 3,96 68,80 * 3,42
CA3 (HIP) 67,75+8,57 70,75+7,12 69,00 + 4,76 69,2+ 3,78
GD (HIP) 69,25 +10,25 75,00 +4,45 68,6 + 4,36 70,00 + 3,11
Core (NAc) 89,25+1573 87,87+10,94 84,00 +9,11 75,4 + 8,69

Shell (NAc) 93,37 +11,38 87,79 %12,21 87,08 +11,44 78,3 +10,18

Tabela 2. O consumo da dieta HC e o tratamento com minociclina nao alteraram o
numero de células iba-1+ nas subdivisoes do CPF (a) HIP (b) e NAc (c).

As barras representam a média + E.P.M. do nimero de células iba-1, n=4-7/grupo (ANOVA de
duas vias). DP: Dieta Padrao, DH: Dieta rica em carboidratos refinados, CG: cértex cingulado;

IL: infra-limbico; PrL: pré-limbico; GD: giro denteado.
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Figura 20. Fotos representativas de expressdo de células Iba-1 positivas nas
subdivisdoes do coértex pré-frontal (A), hipocampo (B) e estriado (C) de animais expostos
cronicamente a dieta controle ou HC e tratados com minociclina.

A barra representa: 100 uM. Aumento de 20X. CG: cdrtex cingulado; IL: infra-limbico; PrL: pré-
limbico; GD: giro denteado
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Entretanto, conforme apesentado na figura 21, o tratamento com a minociclina
alterou a morfologia microglial no CPF representados pelo: Aumento do
comprimento microglial nas regides CG1 (efeito dieta F(1,12) = 25,79; p=0,0002;
fator droga F,12= 25,70; p=0,0003; interacdo dieta X droga F,12= 46,65;
p<0,001; ANOVA de duas vias), PrL (fator dieta F,13) = 9,06; p=0,01; fator
droga F1,13= 1,01; p=0,33; fator dieta X droga F1,13= 10,65 p=0,006; ANOVA
de duas vias) e IL (fator dieta F(1,13) = 5,29; p=0,039; fator droga F1,13= 4,19;
p=0,061; fator dieta X droga F,13= 5,69; p=0,03; ANOVA de duas vias).
Aumento do numero de ramificacdes microgliais nas regides CG1 (efeito dieta
F@.12) = 5,38; p=0,04; fator droga F1,12= 1,19; p=0,29; fator dieta X droga
Fa,12= 10,98; p=0,006; ANOVA de duas vias), PrL (fator dieta F(,13 = 1,55;
p=0,23; fator droga F,13= 0,01; p=0,90; fator dieta X droga F,13= 1,43
p>0,25; ANOVA de duas vias) e IL (fator dieta F(1,13) = 0,84; p=0,37 fator droga
Fa.13= 1,21; p=0,29; fator dieta X droga F1,13= 1,63; p=0,02; ANOVA de duas
vias). Aumento do numero de ramificacées nas regides terminais da micréglia
nas regides Cg1, [raio 24 CxD p< 0,01; DxDM p=0,0003; raio 27 CxCM p=0,02;
CxD p<0,01; DxDM p<0,0001;Raio 27 CXCM p=0,02 CxD p< 0,01; CMxD
p=0,001 DxDM <0,0001; Raio 30 CxD p= 0,04; DxDM =0,0005; raio 33, CxD
p=0,019; CMxDM p=0,004 DxDM =0,0004; PrL [Raio 30 CXCM p=0,10 CxD p=
0,0007; Raio 33, CXCM p=0,03 CxD p= 0,0002]; e IL [Raio 33, CxD p=0,0004;
CMxD p=0,0006 DxDM 0,0261]; sendo C=grupo dieta padrao salina, CM=
grupo dieta padrao minociclina, D=grupo dieta HC salina e DM= grupo dieta HC
minociclina. E diminuicdo do corpo celular microglial no CG1 (efeito dieta F(1,17)
= 14,61; p=0,001; fator droga F1,17= 6,31; p=0,02; fator dieta X droga F,17)=
3,52; p=0,08; ANOVA de duas vias), PrL (fator dieta F1,16) = 4,29; p=0,05; fator
droga F1,16)= 8,56; p=0,01; fator dieta X droga F1,16)= 3,45; p=0,08; ANOVA de
duas vias) e IL (fator dieta F(1,17) = 6,65; p=0,02 fator droga F(1,17= 4,33;
p=0,05; fator dieta X droga F1,17)= 4,69; p=0,04; ANOVA de duas vias).
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Figura 21. Minociclina atenua alteragcées na morfologia microglial em subdivisdes do
cortex pré-frontal observado apés consumo da dieta HC

As barras representam a média + E.P.M. do comprimento da maior ramificagdo microglial (a),
total de ramificagbes (b), intersec¢des/raio (c) e area do corpo célular (d). * p<0,05 em relagédo
ao grupo dieta padrao; (#), (+), (&) e ($) = p<0,05 no pods teste em relacdo aos grupos dieta HC
salina, dieta padrdo salina, dieta HC minociclina e dieta padrao minociclina respectivamente,
n=4-5animais/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni). DP: Dieta padréo; DHC:

Dieta HC; CG: cértex cingulado; IL: infra-limbico; PrL: pré-limbico
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CORTEX PRE FRONTAL

Dieta Padrdo + Salina Dieta Padrdo + minociclina Dieta HC + salina Dieta HC + minociclina

= ]
)

Figura 22. Foto representativa da morfologia microglial nas subdivisbes do cortex pré-
frontal de animais alimentados cronicamente com dieta HC e submetidos ao tratamento
cronico com a minociclina

CG: cértex cingulado; IL: infra-limbico; PrL: pré-limbico

Além disso, a minociclina reverteu varias alteragdes da morfologia microglial
ocasionadas pelo consumo da dieta HC nas regides CA1 e CA3 do hipocampo.
Nenhum efeito da dieta ou da minociclina foi encontrada na regidao giro
denteado, conforme mostra os resultados abaixo:

Comprimento microglial nas regides CA1 (efeito dieta F(1,15) =27,73; p<0,0001;
fator droga F(,15= 6,07; p=0,03; fator dieta X droga F,15= 16,08; p=0,001;
ANOVA de duas vias), CA3 (fator dieta F1,14) = 20,20; p=0,0005; fator droga;
Fa,14= 12,61; p=0,003; fator dieta X droga F,14= 19,28; p=0,0006; ANOVA de
duas vias) e GD (fator dieta F¢1,12) = 0,31; p=0,59; fator droga F,12= 1,28;
p=0,28; interacdo dieta X droga F,12= 4,52; p=0,05; ANOVA de duas vias).
Numero de ramificagdes microgliais nas regides CA1 (efeito dieta F(1,15) =
5,528; p=0,03; fator droga F,15= 1,76; p=0,20; fator dieta X droga F,15=
2,907; p=0,1088; ANOVA de duas vias), CA3 (fator dieta F1,15= 5,653, p=0,03;
fator droga F(,15= 2,03; p=0,17; fator dieta X droga F,15= 6,15; p=0,02;
ANOVA de duas vias) e GD (fator dieta F(1,12) = 0,13; p=0,72 fator droga F(,12)=
4,379; p=0,58; fator dieta X droga F(1,12= 8,16; p=0,01; ANOVA de duas vias).
Numero de ramificagées nas regides terminais da micréglia nas regides CA1,
[raio 24, CMxD p=0,01; DxDM p=0,01, raio 27, CxD p=0,0004; CMxD p=0,001;
DXDM p=0,0007; raio 30 CXD p<0,0001, CMXD p=0,0002, raio 33, CXD
p<0,0001, CMXD p=0,0002, DxDM p= 0,003],
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CA3 [raio 24 CXD p=0,003, CMXD p=0,009, DXDM p=0,001; raio 27 raio 30
CXD p<0,0001, CMXD p=0,01, DXDM p=0,0005, raio 30 CXCM p=0,02, CXD
<0,0001, CMXD p=0,01, DXDM p=0,0005] e GD [raio 33, DXDM p= 0,01];
sendo C=grupo dieta padrdo salina, CM= grupo dieta padrdo minociclina,
D=grupo dieta HC salina e DM= grupo dieta HC minociclina E corpo celular
microglial no CA1 (efeito dieta F(1,15= 3,31; p=0,0889; fator droga F(1,15= 8,07;
p=0,01 ; fator dieta X droga F,15= 6,45; p=0,02; ANOVA de duas vias), CA3
(fator dieta F1,15 = 0,68; p=0,42 fator droga F,15= 0,81; p=0,38; fator dieta X
droga F,15= 0,85; p=0,37; ANOVA de duas vias) e GD (fator dieta F,12) =0,71;
p=0,42 fator droga F(1,12=0,52; p=0,48; fator dieta X droga F1,12)= 0,58; p=0,46;
ANOVA de duas vias, figura 23).
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Figura 23. Minociclina atenua alteracoes na morfologia microglial em subdivisdbes do

hipocampo observado apds consumo da dieta HC

As barras representam a média + E.P.M. do comprimento da maior ramificagdo microglial (a),

total de ramificagdes (b), intersecgdes/raio (c) e area do corpo

célular (d). * p<0,05 em relacao

ao grupo dieta padrao; (#), (+), (&) e ($) = p<0,05 no pds teste em relagédo aos grupos dieta HC
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salina, dieta padrdo salina, dieta HC minociclina e dieta padrao minociclina respectivamente
n=4-5animais/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni). DP: Dieta padrao; DHC:
Dieta HC; GD: Giro denteado.

HIPOCAMPO

Dieta Padrao + Salina Dieta Padrio + minociclina Dieta HC + Salina

Dieta Padrio + Salina

cA1] 2 :%/
GD | |

Figura 24. Foto representativa da morfologia microglial nas subdivisées do hipocampo

de animais alimentados cronicamente com dieta HC e submetidos ao tratamento cronico
com a minociclina

GD: Giro denteado. As barras representam 10 uM. Aumento de 40X.

Entretanto, conforme apesentado na figura 25 o consumo da dieta HC alterou
apenas o comprimento microglial da regidao core do NAc do estriado (fator dieta
Fa.12 = 9,29; p=0,01; fator droga F1,12= 0,08; p=0,78; interacdo dieta X droga
Fa,12= 0,0002; p=0,99; ANOVA de duas vias). Nao houve diferenca no
comprimento microglial da regiao Shell (fator dieta F(1,12) = 0,51; p=0,49; fator
droga F,12= 1,79; p=0,20; interacdo dieta X droga F,12= 1,82; p=0,20;
ANOVA de duas vias). No niumero de ramificagdes microgliais nas regides core
(fator dieta F(1,12) = 0,39; p=0,54; fator droga F,12= 0,39; p=0,54; interacédo
dieta X droga F1,12= 0,21; p=0,20; ANOVA de duas vias) e shell (fator dieta
Fa.12) = 0,24; p=0,63; fator droga F1,12= 2,42; p=0,13; interagédo dieta X droga
Fa,12= 3,24; p=0,10; ANOVA de duas vias) e do corpo celular microglial no
core (fator dieta F(1,12) =1,00 p=0,34; fator droga F1,12= 0,13; p=0,73; interacao
dieta X droga F,12= 0,003; p=0,96; ANOVA de duas vias) e shell fator dieta
Fa,12) =0,84 p=0,38; fator droga F1,12= 0,36; p=0,56; interacdo dieta X droga
Fa,12=1,02; p=0,33; ANOVA de duas vias).

Mais uma vez, o aumento do numero de ramificacées microgliais foi observado
apenas nas regides terminais da microglia nas regides core [raio 33 CXD
p=0,04, CXDM p=0,02] e shell [raio 24, DXDM p=0,02, raio 27 DXDM p=0,003;



66

raio 30, CXDM p=0,01, CMXD p=0,01, DXDM p<0,0001] do NAc. Sendo
C=grupo dieta padréao salina, CM= grupo dieta padrao minociclina, D=grupo
dieta HC salina e DM= grupo dieta HC minociclina.
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Figura 25. Minociclina atenua alteragcoes na morfologia microglial em subdivisdes do
nucleo accumbens do estriado observado apés consumo da dieta HC
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As barras representam a média + E.P.M. do comprimento da maior ramificagdo microglial (a),
total de ramificagdes (b), intersecgdes/raio (c) e area do corpo celular (d). (#), (+), (&) e ($) =
p<0,05 no pds teste em relacdo aos grupos dieta HC salina, dieta padrdo salina, dieta HC
minociclina e dieta padrdao minociclina respectivamente, n=4-5 animais/grupo (ANOVA de duas
vias seguida de Bonferroni). DP: Dieta padrao; DHC: Dieta HC; CG: cértex cingulado; IL: infra-

limbico; PrL: pré-limbico.

NUCLEO ACCUMBENS DO ESTRIADO

Dieta Padrio + Salina Dieta Padrdo + Minociclina Dieta HC + Salina Dieta HC + Minociclina
Core|,. %.:
Shell | &
i—‘ ,f%* ;
e

Figura 26. Foto representativa da morfologia microglial do nucleo accumbens de animais
alimentados cronicamente com dieta HC e submetidos ao tratamento cronico com a
minociclina

CG=cortex cingulado; IL= infra-limbico; PrL= pré-limbico

Além do efeito da minociclina nas alteracbes microgliais, esse farmaco
normalizou os niveis de IL-6 (fator dieta F,22 = 5,02; p=0,35; fator droga
Fa,22= 14,58; p=0,0009; interagcdo dieta X droga F.22= 13,36; p=0,001;
ANOVA de duas vias) e TNF-a (fator dieta F(1,22) = 0,22; p=0,64; fator droga
Fa.22= 4,67; p=0,04; interacado dieta X droga F,22= 4,27; p=0,05; ANOVA de
duas vias no ST, assim como IL-10 no CPF (fator dieta F(,21) = 0,16; p=0,69;
fator droga F1.21= 0,86; p=0,36; interacado dieta X droga F,21)= 8,01; p=0,01;
ANOVA de duas vias). Nenhum efeito da dieta ou da minociclina foi encontrado
nos niveis de IL-6 no CPF (fator dieta F(1,22) = 4,18; p=0,53; fator droga F1,22=
0,58; p=0,45; interacao dieta X droga F1,22= 0,34; p=0,57; ANOVA de duas
vias) e HIP (fator dieta F(1,24) = 3,21; p=0,31; fator droga F(1,24= 0,79; p=0,38;
interagéo dieta X droga F(1,24= 0,14; p=0,71; ANOVA de duas vias); no TNF-a
do CPF (fator dieta F(122) = 0,02; p=0,88; fator droga F,22= 0,64; p=0,43;
interacao dieta X droga F1,22= 0,49; p=0,49; ANOVA de duas vias) e HIP (fator
dieta F(1,22) = 4,20; p=0,05; fator droga F,22= 1,84; p=0,19; interacao dieta X
droga F(1,22= 0,23; p=0,64; ANOVA de duas vias) e IL-10 do HIP (fator dieta
F.24) = 0,04; p=0,83; fator droga F(1,24= 0,82; p=0,37; interagdo dieta X droga
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Fa,249= 0,94; p=0,34; ANOVA de duas vias) e ST (fator dieta F(1,22) = 0,33;
p=0,57; fator droga F.22= 0,40; p=0,53; interacao dieta X droga F(1,22= 0,25;
p=0,62; ANOVA de duas vias) conforme apresentado na tabela abaixo:

Citocinas Dieta Padrdo Dieta Padrao Dieta HC + Dieta HC +
+ Salina + Minociclina Salina Minociclina

(pg/ml)

TNF-a (CPF) 365,1+88,4 373,3+93,7 319,0 £ 18,5 445,9 + 82,1
TNF-a (ST) 1773 +£475,4 1736 +201,0 2780 *=438,7 1100 +362,3*
TNF-a (HIP) 1165 +353,1 1851 +518,1 577,4 + 353,1 905,5 £ 353,1
IL-6 (CPF) 471,7 +87,6 459,77 +75,6 374,9 +49,3 285,8 +29,9
IL-6 (ST) 923,2+125,9 867,8+107,4 2919 +705,8* 389,7 +49,7#
IL-6 (HIP) 384,1 £+63,5 536,0+71,9 552,0+112,1 613,5 +164,7
IL-10 (CPF) 257,3+25,6 203,5*15,3 158,8 + 36,2 284,7 +48,0%
IL-10 (ST) 337,2+51,3 330,1 £452 397,9 £ 33,3 334,2 £ 98,9

IL-10 (HIP) 405,1 +51,9 401,7 £59,8 361,8 £32,7 469,0 £ 66,3

Tabela 3. O tratamento cronico com minociclina altera algumas citocinas encefalicas em
animais alimentados com dieta HC por 12 semanas.

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdao de 4-8 animais por
grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo dieta padrdo; #p<0,05 em relagdo ao grupo dieta HC
salina, n=14-15/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni). TNF-a= fator de necrose
tumoral alfa, IL= interleucina, ST= estriado, HIP= hipocampo, CPF= cértex pré-frontal, dieta

HC= dieta rica em carboidratos refinados.

4.6 O tratamento cronico com minociclina nao alterou parametros

metabolicos associados a obesidade

Uma vez que a minociclina apresenta propriedades anti-inflamatérias, foi
investigado se o tratamento crbénico com este farmaco poderia interferir em
parametros metabdlicos que geralmente estdao alterados na obesidade.

Conforme mostra a figura 27, o tratamento crénico de minociclina ndo alterou o



70

consumo, (fator tempo F1,8 = 3,26; p=0,11; fator tratamento Fgs= 0,52;
p=0,52; interacdo tempo X tratamento F@e= 0,13; p=0,94; ANOVA de duas
vias, figura 27A), peso (fator tempo Fu4,100 = 1,06; p=0,38; fator tratamento
F@25= 0,63; p=0,60; interacdo tempo X tratamento F(12,100= 7,6 p<0,0001;
ANOVA de duas vias, figura 27B) e adiposidade corporal dos animais (fator
dieta F(1,26) = 89,42; p<0,0001; fator droga F(1,26= 0,02; p=0,88; interacao dieta
X droga F1,26= 0,03; p=0,87; ANOVA de duas vias, figura 28).
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Figura 27. O tratamento crénico com minociclina nao altera o consumo alimentar
semanal (A) e peso (B) dos animais experimentais

As barras representam a média + E.P.M. n=8/grupo/caixa (ANOVA de duas vias). DP: Dieta
Padrao; DHC: Dieta HC; SAL: Salina; MINO: Minociclina.
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Figura 28. Tratamento cronico com minociclina nao altera a adiposidade corporal dos
animais experimentais
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As barras representam a média + E.P.M. do consumo. * p<0,05 em relacdo a dieta padrao; #
p<0,05 entre dieta HC+salina e dieta HC+minociclina, n=13-15/grupo (ANOVA de duas vias

seguida de Bonferroni).

Adicionalmente, a minociclina ndo modificou os seguintes parametros: glicose
(fator dieta F(1,26)= 14,57; p=0,0008; fator droga F,26= 1,25; p=0,27 interacao
dieta X droga F1,26= 0,98; p=0,33; ANOVA de duas vias), colesterol (fator dieta
F@.26= 7,94; p=0,009; fator droga (1.26)= 0,47; p=0,50; interagédo dieta X droga
Fa,26= 0,63; p>0,43; ANOVA de duas vias), quemerina (fator dieta F1,27= 4,76;
p=0,04; fator droga (127= 1,006; p=0,32; interacdo dieta X droga F,27= 0,43;
p=0,51; ANOVA de duas vias), leptina sérica (fator dieta F25= 15,25;
p=0,0006; fator droga (1,25= 0,42; p=0,52; interacdo dieta X droga F,25= 0,40;
p=0,53; ANOVA de duas vias), TNF-a (fator dieta F(1,26)= 4,91; p=0,04; fator
droga (1,26= 0,009; p=0,93; interacdo dieta X droga F(,.26= 1,65; p=0,21;
ANOVA de duas vias) e IL-10 (fator dieta F(,25= 9,84; p=0,004; fator droga
(1,25= 1,09; p=0,31; interacado dieta X droga F(,25= 0,18; p=0,67; ANOVA de
duas vias). Entretanto diminuiu resistina sérica nos animais que receberam
dieta HC (fator dieta F(1,27)= 25,34; p<0,001; fator droga (1,27= 8,05; p=0,008;
interacao dieta X droga F(1,27= 0,01; p=0,91; ANOVA de duas vias). Nenhum
efeito da dieta ou da minociclina foi observado nos niveis séricos de
triglicerideos (fator dieta F(1,22= 1,10; p=0,30; fator droga (1,22= 3,18; p=0,09;
interacdo dieta X droga Fu22= 2,46; p=0,13; ANOVA de duas vias),
adiponectina (fator dieta F(1,24)= 0,44; p=0,51; fator droga (1,24= 0,42; p=0,52;
interacao dieta X droga F1,24= 0,03; p=0,85; ANOVA de duas vias) e IL-6 (fator
dieta F@.27= 1,44; p=0,24; fator droga (1.27= 12,36; p=0,27; interagcdo dieta X
droga F,27= 0,39; p=0,53; ANOVA de duas vias, tabela 4).
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Dieta HC +
Minociclina

Glicose (mg/dl) 69,98+ 1142  46,20+16,87 101,90 +8,02* 100,40 + 7,00*
Colesterol (mg/dl) 47,28 + 4,09 46,81 + 5,98 56,20 +2,44* 62,71 + 4,39*
TAG (mg/dl) 60,00 + 7,59 57,91 +570  8546+13,84 52,88+240
Resistina (ng/ml) 25,36 + 4,31 14,81 £ 3,14 42,98 + 3,85 33,22 +2,83*
Quemerina (ng/ml) 11,16 + 2,53 11,72+ 1,35 13,64 £1,32* 16,34 + 0,56*
Leptina (ng/ml) 6,61 +0,95 6,52 + 1,63 32,71 £+9,66* 25,27 +5,73*
Adipo (mcg/ml) 4,97 +1,26 4,54 + 2,04 5,57 + 1,11 6,61+ 0,57
TNF-a (pg/mg) 3,21 £0,36 4,22 + 0,65 5,76 £ 0,43* 4,89+ 127"
IL-6 (pg/mg) 2,31 £0,42 2,02 + 0,54 3,41 £0,97 2,37 £ 0,42
IL-10 (pg/mg) 5,28 +1,35 3,71 + 1,91 1,47 £0,53* 0,80 +0,19*

Tabela 4. O tratamento crénico com minociclina nao modifica parametros metabolicos e
inflamatorios periféricos em animais alimentados com dieta HC por 12 semanas.

Os dados séo apresentados como média + erro padréo de 7 a 8 animais por grupo. *p<0,05
em relacdo ao grupo dieta padrdo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni). Adipo:
adiponectina, TAG: triglicérides, TNF-a: fator de necrose tumoral alfa, IL-6: interleucina 6, IL-10:
interleucina 10. As citocinas foram mensuradas no tecido adiposo epididimal e os metabolitos e

adipocitocinas no soro.

4.7 A troca da dieta HC pela dieta padrao por 15 dias nao alterou o
comportamento de compulsao, ocasionado pelo consumo crénico da
dieta HC embora atenuou comportamento tipo ansioso e a adiposidade
corporal

Uma vez que verificou-se que é necessario um tempo maior de consumo de
dieta HC para promover comportamentos tipo compulsivo nos camundongos,
investigou-se a retirada da dieta HC por 15 dias, seria capaz de reverter
alteracées comportamentais do tipo ansiedade e compulsdo. Conforme mostra



73

a figura 28, a troca da dieta a HC por dieta padrao por 15 dias nao diminuiu o
numero de esferas enterradas (Fp23 = 4,75 p=0,20; ANOVA de uma via)
embora diminuiu a laténcia para se alimentar (Fe,23) = 6,21 p=0,008; ANOVA,
figura 29) e a adiposidade corporal dos animais (Fee21 = 11,62; p=0,0004;
ANOVA, figura 30).

Mais uma vez, o aumento na laténcia para se alimentar dos animais que
receberam a dieta HC, ndo pode ser atribuido a diminuicdo do apetite, uma vez
que os animais que receberam dieta HC consumiram maior quantidade de
racdo nos 5 minutos subsequentes em relacdo aos animais que receberam
dieta padrdo por 12 semanas e por 15 dias (F@223 = 15,78; p<0,001; ANOVA,

figura suplementar 3).
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Figura 28. A troca da dieta HC por dieta padrao por 15 dias ndao atenuou comportamento
de compulsao observado apos consumo da dieta HC no teste de enterrar esferas.
As barras representam a média + E.P.M. do nimero de esferas enterradas. *p<0,05 em relagao
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Figura 29. A troca da dieta HC por dieta padrao por 15 dias atenua comportamento de
compulsao observado apos consumo da dieta HC no teste alimentacdao suprimida pela
novidade

As barras representam a média + E.P.M. do consumo, (*) e (#) = p< 0,05 em relagdo ao grupo
Dieta Padrao e dieta HC respectivamente, n=8 animais/grupo (ANOVA de uma via seguida de

Bonferroni).
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Figura 30. A troca da dieta HC por dieta padrdao por 15 dias atenua o aumento da
adiposidade corporal observada apos consumo cronico da dieta HC

As barras representam a média + E.P.M. do consumo, (*) e (#) = p< 0,05 em relagdo ao grupo
Dieta Padrao e dieta HC respectivamente, n=8 animais/grupo (ANOVA de uma via seguida de

Bonferroni).

Observamos ainda que a intervencéao dietética atenuou os niveis de TNF-a no
ST (F@18= 17,65 p<0,0001; ANOVA), e IL-10 no HIP (F@,18= 3,71 p=0,04;
ANOVA), entretanto ndo interferiu nos niveis de IL-10 no ST que estavam
diminuidos devido ao consumo da dieta HC (Fe17= 4,78 p=0,02; ANOVA).
Nenhum efeito do consumo crénico da dieta HC ou da intervencao dietética,
foram observados nos niveis de IL-10 no CPF (Fe,18= 2,32 p=0,13; ANOVA).
IL-6 no CPF (F@,17= 0,32 p=0,72; ANOVA), ST (F@16= 1,62 p=0,22; ANOVA)
e HIP (Fie16= 1,53 p=0,25; ANOVA). E TNF-a no CPF (F@,18= 0,33 p=0,72;
ANOVA) e HIP (F,17= 0,18 p=0,83; ANOVA, tabela 5).

Adicionalmente, a troca da dieta HC pela dieta padrao por 15 dias nao
restaurou os niveis de glicose (Fe21)= 5,33 p=0,01; ANOVA), resistina (F2,24) =
3,49 p=0,05; ANOVA), quemerina F,20) = 4,07 p=0,03; ANOVA) e IL-10 F2,18) =
4,33 p=0,03; ANOVA) que estavam alterados devido o consumo da dieta HC
embora reduziu o TAG (F,18 = 8,52 p=0,002; ANOVA), leptina (F, 199 = 10,1
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p=0,001; ANOVA) e TNF-a (F¢, 19) = 4,76 p=0,02; ANOVA). Nenhum efeito da
dieta ou troca da dieta foi observado nos niveis séricos de colesterol (F(2,21) =
0,51 p=0,61; ANOVA), adiponectina F,14) = 0,12 p=0,89; ANOVA) e IL-6 (F(2,20)
= 0,40; p=0,40; ANOVA, tabela 6).

Citocinas Dieta Padrao Dieta HC Troca da dieta
(pg/ml) HC pela padrao

TNF-a (CPF) 495+55 442 + 27 46,8 £4,3
TNF-a (ST) 455+ 21 493,0 +87,7* 86,3 + 26,4*
TNF-a (HIP) 52,7 +5,1 49,1 £3,0 51,4 +3,2
IL-6 (CPF) 558,0 +42,7 471,4 +104,9 481,4 +72,0
IL-6 (ST) 352,1 +62,4 601,3 + 138,6 723,6 + 246,0
IL-6 (HIP) 422,8 + 53,4 367,5 £ 36,6 556,0 £ 131,4
IL-10 (CPF) 4243 + 83,7 420,5 £ 56,8 251,6 £ 30,4
IL-10 (ST) 400,9 £ 26,4 259,9 £ 18,9* 304,2 + 53,1
IL-10 (HIP) 338,7 £ 35,6 243,6 + 61,7 4723 + 74,8*

Tabela 5. A troca da dieta HC por dieta padrao por 15 dias modifica a quantidade de TNF-
a no estriado e IL-10 no hipocampo dos camundongos.
Os dados sao apresentados como média * erro padrdao de 4-8 animais por

grupo. (*) e (#) representam diferengas significativas (p< 0,05) em relagdo ao grupo Dieta

Padrao e dieta HC respectivamente (ANOVA de uma via seguida de Bonferroni).
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Dieta Padrao Dieta HC Troca da dieta

HC pela padrao

Glicose (mg/dl) 58,20 + 7,91 88,86 £ 6,04~ 80,30 £ 6,46
Colesterol (mg/dl) 47,69 £ 3,05 52,74 + 3,84 49,90 + 3,67
Triglicérides (mg/dl) 55,27 + 3,01 78,96 +5,43* 61,94 + 4,08%
Resistina (ng/ml) 19,66 + 3,41 33,36 + 3,22* 25,31 +4,32
Quemerina (ng/ml) 11,21 £ 2,14 16,85 £ 0,70 12,84 £1,30
Leptina (ng/ml) 12,99 +2,89 31,17 £4,87* 11,37 £1,91#
Adiponectina (mcg/ml) 7,29 £ 1,58 6,06 £ 0,69 6,90 £ 2,72

TNF-a (pg/mg) 1,01 £0,16 1,43+ 0,14 0,80 +0,15*
IL-6 (pg/mg) 1,80 +0,32 2,00 £ 0,26 2,15+0,25

IL-10 (pg/mg) 5,11 +1,84 1,5+1,65" 1,65 + 0,35*

Tabela 6. A troca da dieta HC por dieta padrdao por 15 dias nao atenua a maioria dos
metabdlitos e adipocitocinas alterados apés consumo da dieta HC.

Os dados sado apresentados como média = erro padrdao de 4-8 animais por
grupo. (*) e (#) representam diferengas significativas no pds teste (p< 0,05) em relagédo ao

grupo Dieta Padréo e dieta HC respectivamente (ANOVA de uma via seguida de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo confirmamos dados obtidos na literatura que mostraram que o
consumo de uma dieta rica em carboidratos refinados por 4, 8 e 12 semanas
promoveu obesidade nos animais (OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al.,
2016, 2018).

O efeito dos carboidratos sobre a expansao do tecido adiposo pode ser
explicado por alguns mecanismos. Em primeiro lugar, em decorréncia do seu
alto indice glicémico, a dieta HC aumenta os niveis de insulina, o que favorece
a oxidacao de glicose e incorporacao de lipidios, resultando em aumento da
adiposidade (CAMPBELL; SENIOR; BELL-ANDERSON, 2017). Além disso, o0s
carboidratos acionam enzimas como a acetil-coA carboxilase (ACC) e Lipase
lipoproteica (LLP) e fatores de transcrigdo, como receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPAR), proteina de ligacdo ao elemento
responsivo ao carboidrato (ChREBP), e proteinas de ligagdo ao elemento
regulatério de esterol (SREBP-1), que apresentam papel fundamental na
lipogénese e armazenamento de gorduras (AL-HASANI; JOOST, 2005;
BENHAMED; POUPEAU; POSTIC, 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Entretanto, devido a dieta HC ser isocal6érica em relagdo a dieta padréao
(OLIVEIRA et al., 2013) e o consumo alimentar nos animais nao diferir, ndo ha
diferenca no consumo calérico e ganho de peso dos animais (GOMES, J A S
et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2013; PENA et al., 2016; SOARES et al., 2016).
Diversos estudos tém se dedicado a investigar a associacao entre a obesidade
e suas comorbidades, como os transtornos neuropsiquiatricos (ANDERSEN et
al, 2010; JAREMKA; PACANOWSKI, 2019; MANSUR; BRIETZKE;
MCINTYRE, 2015; SANCHEZ; GUERIN; FONKEN, 2019). E vérias dietas sédo
utilizadas em roedores para reproduzir 0 sobrepeso e/ou obesidade com o
objetivo de compreender a fisiopatologia dessas comorbidades. Identificamos,
no presente estudo que é necessario um periodo superior a 8 semanas de
consumo da dieta HC para que as alteracbes neuroquimicas encefélicas
promovam comportamento compulsivo nos camundongos. Esses resultados
corroboram dados na literatura os quais demostraram que camundongos

alimentados com dieta HC por 12 semanas apresentaram comportamento
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ansioso no teste labirinto em cruz elevado, apds estresse (SANTOS et al.,
2018) e comportamentos tipo ansioso e compulsivo nos testes alimentacao
suprimida pela novidade e teste de enterrar esferas, respectivamente (GOMES,
J A S et al., 2018). Observou-se entretanto, que o consumo por 3 dias da dieta
HC aumentou a adiposidade dos animais sem promover alteracdées nos
comportamentos de ansiedade e compulsao (GOMES, J A S et al., 2018).
Embora o mecanismo exato pelo qual a obesidade promove tais alteracdes
ainda nao é totalmente estabelecido, varias evidencias sugerem a inflamagéao
como um potencial candidato (MILANESCHI et al., 2019). De fato, a inflamacao
apresenta relacao tanto com a fisiopatologia da obesidade (SIKARIS, 2004;
SUN, K; KUSMINSKI; SCHERER, 2011) quanto da suas comorbidades como
os transtornos de ansiedade, compulsao e depressao (LEFF GELMAN et al.,
2019; SCHACHTER et al., 2018). Adicionalmente, estudos realizados em
modelos de obesidade em roedores, mostraram o envolvimento do processo
neuroinflamatério, particularmente em areas envolvidas na regulagédo do humor
e na formacao da meméria, como o hipocampo (DUTHEIL et al., 2016; JEON et
al., 2012; WANG, SEN et al., 2016).

A neuroinflamacgéo é caracterizada tanto pelo aumento do numero de células
microgliais como também por alteracbes morfoldgicas da micrdglia,
promovendo maior producdo e secrecdao de mediadores inflamatérios e
aumento da atividade fagocitica dessas células (YIRMIYA; RIMMERMAN;
RESHEF, 2015).

Identificamos no presente estudo que animais alimentados com dieta HC
apresentaram diminuicdo do comprimento, numero total de ramificacdes
microgliais e numero de ramificagdes nas regides distais da microglia, assim
como, aumento na area do corpo celular microglial em algumas regiées do CPF
e HIP, o que sugere que essa dieta promoveu um estado de ativacdo microglial
nessas regides. Um efeito bem menor foi encontrado no nucleo accumbens do
estriado. Esses resultados corroboram dados prévios do laboratério que
mostraram que a dieta HC por 12 semanas aumentou o indice de ativacao
microglial no CPF e HIP enquanto nenhuma alteracao foi observada no
estriado (GOMES, J A S et al., 2018; GOMES, JULIA A.S. et al., 2020). Ainda,

Bocarsly et al (2015), demonstraram que o consumo crdnico da dieta com alto
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teor de lipideos (HF), alterou a morfologia microglial no hipocampo de
camundongos (BOCARSLY et al., 2015).

Embora o HIP, CPF e ST apresentarem envolvimento nos comportamentos
avaliados nesse estudo, a menor ativacao microglial no ST pode ser justificada
em decorréncia da regiao analisada. O nucleo accumbens (NAc), analisado no
presente trabalho, esta localizado no estriado ventral e apresenta envolvimento
no comportamento emocional, enquanto, o estriado dorsal esta relacionado a
execucdo de atos motores (HABER; KNUTSON, 2010). Uma vez que o
modelo MB mimetiza apenas a compulsdo nos animais e logo, o envolvimento
da area dorsal, os resultados de ativacdo microglial nessa area pode ser
diferente dos encontrados no estriado ventral. Essa hip6tese é sustentada
pelas alteracdes observadas no perfil das citocinas do estriado em animais que
receberam dieta HC. Essa andlise, foi realizada em todo o estriado e incluiu
portanto regides envolvidas na fisiopatologia do TOC, como o caudado,
putamem e globo palido do estriado dorsal (GOODMAN et al., 2014). Dessa
forma, sdo necessarias mais analises da morfologia microglial para verificar a
ativacao microglial no estriado dorsal.

Observamos ainda que a dieta HC por 12 semanas néo alterou o recrutamento
de células microgliais em nenhuma por¢cdao do CPF, HIP ou ST. Esses dados
corroboram um estudo prévio do nosso grupo, o qual demonstrou que o
consumo da dieta HC por 12 semanas aumentou o indice de ativacao
microglial no CPF e HIP de camundongos, mas ndo modificou o numero de
células Iba-1+ nessas regides (GOMES, JULIA, 2017). Adicionalmente, uma
dieta rica em &cidos graxos saturados promoveu ativagdo microglial, sem
alterar o nimero de céulas iba-1+ (DECARIE-SPAIN et al., 2018). Essa
diferenca apenas na morfologia microglial, pode ser justificada, pelo fato da
obesidade induzida por dieta ter um carater de inflamagcdo de baixa
intensidade. Essa hipbtese é sustentada pelos resultados de Norden et al
(2016) e Wofford et al (2017) que mostraram que a inje¢do de LPS, ou lesédo
cerebral traumatica, fatores que podem desencadear uma inflamacao
acentuada, alteram tanto a densidade ou numero de células Iba-1+, quanto a
morfologia microglial (NORDEN et al., 2016; WOFFORD et al., 2017).
Entretanto, a exposicao por trés semanas ao estresse crénico, aumentou a

capacidade fagocitica microglial, enquanto nenhuma alteragdo no numero



80

microglial foi observada (BASSETT et al.,, 2021). Assim, sugerimos, que as
alteragbes microgliais na obesidade induzida por dieta podem ser diferentes
das induzidas por fatores pré inflamatérios de alta intensidade, ou ainda que
essas modificacdes na morfologia microglial apdés o consumo crénico da dieta
HC, precedem as alteragcdes em numero microglial previamente observado em
modelos de ansiedade e compulsao (T et al., 2014; TONG et al., 2017).

A minociclina é um antibiético de amplo espectro que apresenta propriedades
anti-inflamatérias. E uma molécula altamente lipofilica que pode atravessar a
barreira hematoencefélica, se depositar nas células no SNC (BROGDEN;
SPEIGHT; AVERY, 1975) e exercer um papel antiinflamatério, uma vez que
modula a producédo de varias citocinas (BERKIKS et al.,, 2018; GAO et al.,
2017; HAN et al., 2020; LEVKOVITZ et al., 2015; LIU et al., 2018; MAJIDI;
KOSARI-NASAB; SALARI, 2016; SCHMIDTNER, A K et al., 2019; SUN, RAO
et al., 2016; WANG, YA LIN et al., 2018; ZHANG, C et al.,, 2018). Ainda, foi
demonstrado que esse farmaco diminui a ativagdo da micrdglia em varios
estudos experimentais (BERKIKS et al.,, 2018; FAN et al., 2006; HAN et al.,
2020; KOVESDI et al, 2012; LIU et al., 2018; ROONEY et al., 2020;
SCHMIDTNER, A K et al., 2019; SHIGEMORI et al., 2015; SUN, RAO et al.,
2016; WALLACE et al., 2007; ZHANG, C et al.,, 2018). Os mecanismos de
neuroprotecdo induzida pela inibicdo da ativacdo microglial ainda n&o foram
totalmente estabelecidos (SIMON, DENNIS W. et al., 2018). Alguns estudos
observaram que a minociclina reduziu a translocacao e a ativagao extracelular
do grupo de alta mobilidade box-1 [HMGB1, (HAYAKAWA et al., 2008;
KIKUCHI et al., 2009)]. Esse padrao molecular associado ao dano pode se ligar
a receptores de reconhecimento de padrbes, como o receptor TLR4 e o
receptor para glicosilacdo avancada de produtos finais (RAGE), resultando em
ativacao microglial (SIMON, DENNIS W. et al., 2018).

No presente estudo, a administragdo subcrénica (7 dias) de minociclina nao
modificou 0 comportamento tipo ansioso e compulsivo causado pelo consumo
da dieta HC. Porém, o tratamento crénico (15 dias) reverteu tais alteragcdes
comportamentais. Os resultados obtidos a partir dos testes comportamentais
nao sao decorrentes de efeitos da minociclina sobre a locomoc¢ao, uma vez que
a mesma nao reduziu a atividade locomotora dos animais no teste do campo

aberto. Nossos dados corroboram com varios estudos, 0s quais mostraram que



81

a minociclina administrada de forma crbénica reduziu o comportamento tipo
ansioso em camundongos (BILOUSOVA et al., 2009; DANSIE et al., 2013;
KUMAR, ANIL et al., 2012; LOCKE et al., 2015; MAJIDI; KOSARI-NASAB,;
SALARI, 2016; SHIGEMORI et al., 2015; ZHANG, CAl et al., 2019). Além disso,
Rooney, et al (2020) demostraram que a administracdo hipocampal por 10 dias
de minociclina diminuiu 0 comportamento tipo ansioso, evidenciado por uma
diminui¢cdo no tempo e numero de entradas no lado claro da caixa claro escuro.
Esses resultados ndo foram observados quando a minociclina foi administrada
por apenas 5 dias (ROONEY et al., 2020).

Em contraste com o0s nossos resultados, alguns estudos encontraram que
administragdo Unica ou aguda de minociclina reverteu comportamentos de
ansiedade em modelos experimentais (BERKIKS et al., 2018; FAN et al., 2006;
KOVESDI et al., 2012; SUN, RAO et al., 2016; WANG, WEI et al., 2018b).
Entretanto, a maioria desses estudos utilizaram a minociclina de forma
profilatica ou imediatamente apds o protocolo de inducdo de ansiedade.
Dessa forma é possivel que nesses estudos a minociclina preveniu a ativacao
microglial ao invés de reverte-la e por isso o tratamento agudo atenuou o
comportamento ansioso nesses animais.

Esse é o primeiro trabalho a avaliar o efeito da minociclina no comportamento
tipo compulsivo e ansioso induzidos pela obesidade. Entretanto, outros estudos
demonstraram que o tratamento com minociclina reverteu o declinio cognitivo
de animais induzidos por dieta rica em gordura e frutose (MUKHERJEE et al.,
2018) e diabetes mellitos (MEHTA; BANERJEE, 2019).

Em concordancia com nossos resultados comportamentais, a administracdo
por 15 dias de minociclina, reverteu as alteragdes na morfologia microglial
encontradas apds o consumo da dieta HC. Esses dados corroboram com
varios estudos que mostraram que a minociclina alterou marcadores microgliais
(BERKIKS et al., 2018; FAN et al., 2006; HAN et al., 2020; KOVESDI et al.,
2012; ROONEY et al., 2020; SCHMIDTNER, A K et al., 2019; SHIGEMORI et
al., 2015; SUN, RAO et al., 2016; WALLACE et al., 2007; WANG, WEI et al.,
2018a; ZHANG, CAIl et al, 2019). Além disso, esse farmaco promoveu
diminuicdo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a no ST e
aumento da citocina anti-inflamatéria 1L-10 no CPF. Ressalta-se que até o

momento, esse é o primeiro trabalho a demonstrar o efeito da minociclina na
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morfologia microglial de camundongos com obesidade induzida por dieta rica
em carboidratos.

Embora esses dados fornecam um mecanismo de como a minociclina
possivelmente reduza as alteracées comportamentais induzidas pelo consumo
cronico da deita HC, a associacdo de uma ou mais vias nao podem ser
descartadas. No nosso estudo por exemplo, nao verificamos o efeito da
minociclina no estresse oxidativo de animais que receberam cronicamente a
dieta HC. Entretanto, é possivel que a minociclina possa atuar na reducao do
desequilibrio redox de animais alimentados com a dieta HC, uma vez que foi
demonstrado por Santana et al (2021) que a obesidade induzida por dieta
aumentou o0s niveis de enzimas encefalicas relacionadas ao desequilibrio
redox como a glutationa peroxidase (GPx) e catalase em camundongos
(SANTANA et al,, 2021). A minociclina por sua vez, mostrou-se eficaz em
reduzir esses parametros em outros estudos (KUMAR, ANIL et al., 2012;
KUMAR, HARIOM; SHARMA, 2016). Além disso, a minociclina pode previnir a
morte celular por bloqueio de cascatas apoptéticas (X. Wang et al., 2003). O
envolvimento da apoptose celular mostrou-se presente tanto na fisiopatologia
da obesidade (MORAES et al., 2009) como de transtornos neuropsiquiaticos
(LUCASSEN et al., 2008). Logo, a atenuacao do comportamento tipo ansioso e
compulsivo pela minociclina, pode ter relacdo com a diminiuigao da apoptose
neuronial em regides relacionadas com esses comportamentos. Por ultimo,
mudancas na microbiota intestinal podem apresentar um papel importante na
interagdo entre dieta e humor. Alteracbes em comunidades microbianas
intestinais induzidas por dietas foram relatadas em multiplos estudos (BROWN
et al., 2012; C. VAUGHN et al, 2017; DE LA SERRE et al, 2010). A
minociclina por sua vez restaurou o perfil da microbiota e melhorou transtornos
psiquiatricos (SCHMIDTNER, ANNA K. et al., 2019; YANG, Ql et al., 2020) e
déficit cognitivo (LEIGH et al., 2020) em outros estudos.

A sindrome metabdlica (MetS) é caracterizada por varios fatores de risco para
doencas cardiovasculares, incluindo obesidade central, hipertensao,
hiperglicemia e dislipidemias (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006). Além disso,
um estado inflamatdrio crénico, mostrou-se correlacionar com essa sindrome
em diversos estudos (CHANG, JUNG-SU et al., 2013; KIR, SEHER et al., 2019;
SUPRIYA et al., 2018). Nossos dados, confirmaram dados prévios na literatura
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que mostraram que a dieta HC por 12 semanas alterou além da adiposidade
corporal os niveis de adipocitocinas e metabdlicos séricos e citocinas
antiinflamatéria (IL-10) e préinflmatéria (TNF-a) o que sugere que
camundongos alimentados com dieta HC desenvolveram sinais de MetS
(OLIVEIRA et al., 2013).

Essas alteracbes podem ser explicadas devido a obesidade interferir
diretamente no metabolismo da glicose, uma vez que a hipertrofia dos
adipdcitos pode levar prejuizo da translocacdo do GLUT-4 para a membrana e
causar resisténcia a insulina (RI) na obesidade (KIM, JONG IN et al., 2015).
Além disso, o TA hipertréfico apresenta diminuicdo na producao de citocinas
regulatérias como a IL-10 e aumento na secrecao de citocinas pré inflamatorias
como IL-6 e TNF-a que é descrito na literatura por comprometer a sinalizacao
da insulina e potencializar a hiperglicemia (HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993; SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008).
Complementarmente, o tratamento com minociclina no nosso estudo, néao
alterou o consumo alimentar, peso, adiposidade corporal, niveis de
adipocitocinas e metabdlitos séricos e citocinas no TAE dos animais. Nossos
resultados corroboram Leigh et al (2020) os quais ndo mostraram efeitos na
adiposidade ou na ingestdo alimentar durante tratamento com minociclina
(LEIGH et al., 2020). Esses dados sustentam a hipdétese de que os efeitos da
minociclina na diminuicdo da ansiedade e compulsdo n&o sdo devidos a
alteracoes sistemicas dos constituintes da MetS.

Evidencias sugerem que a perda de peso pode melhorar o humor em pacientes
obesos (BURGMER et al., 2007; CAPURON et al., 2011) e comportamentos
tipo ansioso, depressivo e déficit cognitivo em modelos animais (KIM, HWAJIN
et al., 2016; LEVAY et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2009; ZEMDEGS et al.,
2016). Adicionalmente, a perda de peso promoveu reducao da inflamagao e da
MetS em outros estudos (BHARDWAJ et al., 2019; MORGAN; WONG; FINCH,
2006; OTT et al., 2017). Dessa forma, investigamos também se a reducao da
adiposidade promoveria melhora no comportamento compulsivo e ansioso dos
animais e se essas alteracdes teriam relacdo com melhora no perfil metabdlico
sistémico e nos mediadores inflamatérios periféricos e centrais. Identificamos
no presente estudo que a troca da dieta HC pela dieta padrao por 15 dias, nao

modificou o comportamento tipo compulsivo, ocasionado pelo consumo crénico
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da dieta HC apesar de ter reduzido a adiposidade dos animais testados.
Hipotetizamos, que assim como, é necessario um maior tempo de
administracdo de dieta HC para que o comportamento tipo compulsivo
desenvolva, também é necessario um maior tempo para que ele seja atenuado.
Adicionalmente, verificamos que embora a troca da dieta HC pela padrao
melhorou o perfil das citocinas TNF-a no ST e TAE e IL-10 no HIP n&o houve
melhoras no perfil de IL-10 no ST e TAE. Esse tempo de intervencao também
ndao promoveu melhoras em fatores associados ao diabetes mellitus, como
hiperglicemia e niveis séricos de resistina. Essa incapacidade da intervengéo
dietética modificar todos os parametros metabdlicos e inflamatérios, pode ter
contribuido para que a intervencao dietética nao interferisse no comportamento
compulsivo dos camundongos. De fato, estudos epidemiolégicos indicam que
hda uma relacdo bidirecional entre diabetes e transtornos psiquiatricos
(GOLDEN, 2008; KATON, 2008). Adicionalmente, foi demonstrado por
Zemdegs et al (2016), que a abstinéncia de dieta HF reverteu completamente
os comprometimentos metabdlicos e melhorou o escore de emocionalidade em
camundongos. Em conjunto, esses dados apoiam a proposicao de que a
obesidade per se nao é o principal fator contribuinte para o desenvolvimento do
comportamento compulsivo desenvolvido ap6és consumo da dieta HC, e sim
todas as alteracoes metabodlicas decorrentes da obesidade.

Por outro lado, a troca da dieta reverteu o comportamento tipo ansioso
ocasionado pelo consumo crénico da dieta HC. Apesar da fisiopatologia dos
transtornos de ansiedade e compulsao compartilharem varias regides cerebrais
(STEIN, DJ, 2008), os circuitos neurais subjacentes a esses dois transtornos
diferem em alguns pontos (HOFFMAN, 2011). Os neurotransmissores mais
comumente relacionado ao TOC sdao as monoaminas (SZECHTMAN et al.,
2020) e o glutamato (GOODMAN et al., 2014; MARAZZITI et al., 2018;
SZECHTMAN et al., 2020), enquanto no transtorno de ansiedade, o GABA
parece ser o mais envolvido (KALUEFF; NUTT, 2007; MOHLER, 2012). Dessa
forma, hipotetizamos que a dieta HC pode alterar mais vias e circuitos
relacionados ao TOC do que da ansiedade e dessa forma levar um
comportamento tipo compulsivo mais persistente. No entanto, essa

possibilidade nao foi verificada em nosso trabalho.



85

Além disso, esse contraste nos resultados dos testes comportamentais, pode
ser atribuido também a diferencas metodol6gicas nos dois modelos, uma vez
que no teste NSF os animais sdo mantidos em jejum por um periodo de 24
horas. Foi demonstrado por Towers et al (2017) e Li et al (2019) que o jejum
alimentar por 24 horas reduziu o comportamento tipo ansioso em
camundongos (LI, CHANGHONG et al., 2019; TOWERS et al., 2017). Além
disso, Fourrier et al, (2018) demonstram que camundongos db/db submetidos
a restricao caldrica tiveram uma reducao no peso, niveis de corticorsterona,
TNF-a no hipocampo e no comportamento tipo ansioso (FOURRIER et al.,
2019). Ainda Capuron et al (2011) mostraram que a reducdo da inflamacao
induzida pela perda de peso estava associada a diminuicdo da ansiedade
(CAPURON et al., 2011).

Nossos resultados mostraram que o0s animais submetidos ao NSF
apresentaram adiposidade corporal menor em relacdo aos animais submetidos
ao MB (figura suplementar 5). Adicionalmente, Zemdegs et al (2016)
demonstraram que a substituicio da dieta HF por dieta padrdo reverteu
comportamento tipo ansioso no NSF enquanto no teste campo aberto, outro
teste utilizado para avaliar comportamento tipo ansioso, nenhuma alteracao foi
observada (ZEMDEGS et al., 2016). Dessa forma uma hip6tese alternativa é
que a reducdo acentuada da adiposidade corporal ocasionada por duas
intervencoes dietéticas (jejum e troca da dieta), poderia facilitar a reducao do
comportamento tipo ansioso nos animais, talvez pela reducao da inflamacao ou
da MetS. Entretanto, a avaliacdo desses parametros comparando os dois

modelos experimentais ndao foi realizado no presente trabalho.
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6.CONCLUSOES

Nossos resultados confirmaram as alteracbes metabdlicas ap6és o consumo da
dieta HC observados ap6s 4 semanas de consumo. No entanto, alteracées no
comportamento compulsivo dos animais s6 foram observadas apos 12

semanas de consumo da dieta HC.

Os efeitos da minocilina no comportamento, ativagdo microglial e citocinas nos
permitem sugerir que 0s comportamentos de compulsdo e ansiedade
observados apdés o consumo da dieta HC podem ser atribuidos ao processo
neuroinflamatério. Tais efeitos ndo foram decorrentes de alteragdes de

parametros metabdlicos periféricos.

Além disso, inferimos que a diminuicdo da obesidade sem reverter todas as
alteracoes metabdlicas associadas a obesidade nao é suficiente para redugao
do comportamento compulsivo. Em contra partida, a perda de adiposidade
acentuada induzida pelo jejum de 24 horas pode ter contribuiido para a

diminuigao da resposta de ansiedade.
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Figura suplementar 1. Efeito de trés doses de minociclina na quantidade ingerida (g)
apos o teste de Alimentacao suprimida pela novidade.
As barras representam a média + E.P.M. do consumo, n=7-11/grupo (ANOVA de uma via).

o
0
]

1 Salina
@ Minociclina

o
»
1

Consumo (g)
o
e

0.2 d . .-
[ ] O. | | 'T [ ]
0.0 | I=I | [ ] ™
Dieta Padrao Dieta HC

Figura suplementar 2. Efeito da Minociclina por 7 dias na quantidade ingerida (g) apos o
teste de Alimentacao suprimida pela Novidade.
As barras representam a média + E.P.M. do consumo. * p<0,05 em relagdo ao grupo dieta

padrédo, n=9-12/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura suplementar 3. Efeito da Minociclina por 15 dias na quantidade ingerida (g) apds o
teste de Alimentacao suprimida pela Novidade.

As barras representam a média + E.P.M. do consumo, n=9-12/grupo (f de duas As barras
representam a média + E.P.M. do consumo. * p<0,05 em relagao ao grupo dieta padrao, n=10-

12/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).
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Figura suplementar 4. Efeito da troca da dieta HC pela padrao na quantidade ingerida (g)
apos o teste de alimentacao suprimida pela novidade.

As barras representam a média + E.P.M. do consumo, (*) e (#) = p< 0,05 em relagdo ao grupo
Dieta Padrao e dieta HC respectivamente, n=8 animais/grupo (ANOVA de uma via seguida de

Bonferroni).
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Figura suplementar 5. Efeito do jejum no indice de adiposidade corporal dos animais.
As barras representam a média + E.P.M. do consumo, *p< 0,05 em relagdo ao grupo dieta
padrédo. #p< 0,05 em relagdo ao grupo dieta HC, &p< 0,05 em relagdo ao grupo sem jejum,

n=8-14 animais/grupo (ANOVA de duas vias seguida de Bonferroni).



