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Resumo

A ingestdo de acidos graxos na forma de gordura proveniente da dieta tem aumentado
nos ultimos anos, principalmente na forma de gordura saturada. Tem sido observado que
acidos graxos saturados podem causar a liberacdo de citocinas em diversos tecidos e
células. Além disso, em individuos obesos, tem se observado que hd uma inflamacéo
cronica e de baixo grau, que poderia ter entre seus causadores 0s acidos graxos
provenientes da dieta. Ja os acidos graxos poli-insaturados tém sido citados como sendo
neuroprotetores devido a suas propriedades anti-inflamatdrias e anti-apoptéticas. A
barreira hematoencefalica (BHE) € um dos principais fatores que regulam a captacao
dos acidos graxos no sistema nervoso central (SNC). A captacdo de acidos graxos pelo
cérebro € seletiva, priorizando a entrada de acidos graxos poli-insaturados e suprimindo
a entrada de acidos graxos saturados. Alem disso, a quantidade relativa de &cidos graxos
no sangue pode afetar o grau de penetracdo desses no SNC. Existem diversas condi¢fes
onde h& aumento na permeabilidade da BHE e, nessas situagdes, 0 SNC pode ficar mais
exposto a substancias que normalmente ndo estdo presentes ou estdo em baixas
concentragfes, como 0s &cidos graxos saturados de cadeia longa. Dessa forma, €
importante que se analise os efeitos dessas substancias em células cerebrais. Os
astrocitos sao células presentes no SNC caracterizadas por expressarem e secretarem a
proteina S100B e por expressarem a proteina glial fibrilar acida (GFAP). Os astrécitos
captam glutamato e o metaboliza através da enzima glutamina sintetase (GS), formando
glutamina, um processo importante para evitar o acumulo de glutamato e
excitotoxicidade. Essas células sdo muito resistentes ao estresse oxidativo devido ao seu
alto conteudo de glutationa reduzida (GSH). Em condicGes patoldgicas, os astrocitos
liberam o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e a produgdo dessa citocina é um
importante componente da resposta neuroinflamatdria que estad associada com muitas
desordens neuroldgicas. Os astrocitos possuem o receptor para produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE), que tem entre seus ligantes a S100B e sua ativacao esta
envolvida na resposta inflamatoéria imediata. O receptor tipo toll 4 (TLR4) também esta
presente nessas células e ligado a resposta inflamatoria. A ciclooxigenase 2 (COX-2) é
uma enzima associada a inflamacéo e sua inducdo é responsavel por desencadear muitas
citocinas e mediadores inflamatdrios presentes em diversos tipos celulares. Utilizando
cultura priméaria de astrdcitos de ratos Wistar, nds investigamos a acdo dos acidos
graxos saturados e insaturados sobre parametros funcdo de astrocitaria, oxidativos e
inflamatorios. Nosso estudo ndo encontrou alteragdes na viabilidade e integridade
celular. Observamos um aumento dose-dependente na secrecdo de S100B nos astrocitos
incubados apenas com o &cido palmitico. Ndo encontramos alteragdes para nenhum
acido graxo no conteudo de GFAP, GSH ou captacdo de glutamato. Para o acido
linoleico observamos um aumento na atividade da GS e na oxidagdo do DCF. A
secrecdo de TNF-o aumentou para os acidos graxos saturados e ndo se alterou para os
poli-insaturados. O conteddo de COX-2, TLR4 e RAGE ndo foi alterado. Nossos
resultados reforcam os dados de que &cidos graxos saturados, e ndo os insaturados,
causam aumento na liberagdo de citocinas e podem contribuir para 0 processo
neuroinflamatdrio encontrado em condi¢cdes de aumento na permeabilidade da BHE.
Além disso, verificamos que nem toda inflamagdo desencadeia aumento na secrecao de
S100B, visto que s6 tivemos esse comportamento para o acido palmitico. Nossos
resultados tambeém reforcam o potencial terapéutico do &cido linoleico, que poderia
desencadear adaptagbes nos astrécitos com possiveis beneficios para pacientes
acometidos por patologias que envolvam a excitotoxicidade glutamatérgica.



Abstract

The intake of fatty acids in the form of fat from the diet has increased in recent years,
especially in the form of saturated fat. It has been observed that saturated fatty acids can
cause the release of cytokines in various tissues and cells. Furthermore, in obese
individuals, it has been observed a chronic and low-grade inflammation, which could
have among their causers the diet fatty acids. Polyunsaturated fatty acids have been
considered neuroprotective because of their antiinflammatory and antiapoptotic
properties. The blood-brain barrier (BBB) is one of the major factors regulating the
uptake of fatty acids in the central nervous system (CNS). The brain uptake of fatty
acids is selective, prioritizing the entry of polyunsaturated fatty acids and suppressing
the entry of saturated fatty acids. In addition, the relative amount of fatty acids in the
blood can affect the degree of penetration of these into the CNS. There are several
conditions where there is an increase in BBB permeability and in these situations the
CNS may be more exposed to substances that are not normally present or are in low
concentrations, such as saturated long chain fatty acids. Thus, it is important to analyze
the effects of these substances in brain cells. Astrocytes are cells present in the CNS
characterized by expressing and secreting the S100B protein and by expressing the glial
fibrillary acidic protein (GFAP). Astrocytes uptake glutamate and metabolize it through
the glutamine synthetase (GS) enzyme, forming glutamine, an important process to
avoid the accumulation of glutamate and excitotoxicity. These cells are very resistant to
oxidative stress because of their high reduced glutathione content (GSH). In
pathological conditions, astrocytes release tumor necrosis factor alpha (TNF-a), and the
production of this cytokine is an important component of the neuroinflammatory
response that is associated with many neurological disorders. Astrocytes have the
receptor for advanced glycation endproducts (RAGE), which has among its ligands
S100B and its activation is involved in the immediate inflammatory response. The toll-
like receptor 4 (TLR4) is another receptor present in these cells, which is also linked to
the inflammatory response. The cycloxygenase-2 (COX-2) is an enzyme associated with
inflammation and its induction is responsible for triggering many cytokines and
inflammatory mediators in many cell types. Using astrocyte primary cultures from
Wistar rats, we investigated the effect of saturated and unsaturated fatty acids on
astrocytic function and oxidative and inflammatory parameters. Our study found no
changes in cell viability and integrity. We observed a dose-dependent increase in S100B
secretion in astrocytes incubated only with palmitic acid. We did not find alterations
from fatty acids in the content of GFAP and GSH as well as uptake of glutamate. For
linoleic acid, we observed an increase in GS activity and in DCF oxidation. TNF-a
secretion increased to the saturated fatty acids and did not change for polyunsaturated.
The contents of COX-2, TLR4 and RAGE did not change. Our results reinforce the data
that saturated fatty acids, and not unsaturated, cause an increase in the release of
cytokines and may contribute to the neuroinflammatory process found under conditions
of increase in BBB permeability. In addition, we found that inflammation not always
triggers an increase in S100B secretion, since we only had this behavior for palmitic
acid. Our results also reinforce the therapeutic potential of linoleic acid, which could
trigger adaptations in astrocytes with possible benefits for patients affected by
pathologies involving glutamatergic excitotoxicity.
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1. Introducéo
1.1. Acidos Graxos

Os lipideos sdo uma familia ampla de biomoléculas que possuem a caracteristica
comum de serem insollveis em &gua e sollveis em solventes organicos. Os &cidos
graxos sao lipideos compostos por um acido carboxilico, na maioria das vezes com uma
cadeia carbonica longa, ndo ramificada, com numero par ou impar de atomos de
carbono, podendo ser saturada ou conter uma ou mais insaturagdes. Os acidos graxos
classificados como saturados de cadeia longa sdo aqueles que possuem de quatorze a
vinte atomos de carbono e ndo possuem insaturagdes na molécula e os insaturados

possuem uma ou mais insaturagdes na cadeia carbonica (CURI, 2002).

A estrutura quimica dos &cidos graxos saturados miristico (14:0, &cido

tetradecanoico), palmitico (C16:0, &cido hexadecanoico) e estearico (C18:0, acido
octodecanoico) e insaturados linoleico (C18:29’12, acido cis,cis-9,12-octadecadienoico)

e linolénico (C18:39’12115, acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatriendico) esta ilustrada na

figura 1 (figura 1).

/\/\/\/\/\/\)?\ Q
OH /\/\/\/\/\/\/\)I\O H
Acido Miristico Acido Palmitico
0 O
Acido Estearico Acido Linoleico
O
- - _ OH

Acido a-Linolénico

Figura 1. Estrutura quimica dos acidos graxos.



Os é&cidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e 6 sdo considerados essenciais.
Esses acidos graxos devem ser ingeridos na alimentagdo, pois, apesar de serem
necessarios para a fungdo normal do organismo, eles ndo podem ser sintetizados por
humanos e outros mamiferos, devido a auséncia de enzimas enddgenas para

dessaturacdo de 6mega-3 (SIMOPOULOQS, 2016).

A ingestdo de acidos graxos na forma de gordura proveniente da dieta tem
aumentado nos Ultimos anos. Também houve modificagbes no tipo de gordura
consumida, aumentando o consumo de gordura saturada de origem animal e diminuindo

a insaturada, presente em plantas e animais marinhos (KREMMYDA et al., 2011).

O cérebro é o 6rgdo principal do sistema nervoso central (SNC) dos vertebrados.
Ele possui uma composicao lipidica diferente de outros 6rgdos. O cérebro é rico em
acidos graxos insaturados e colesterol (DIETSCHY; TURLEY, 2004) e € muito ativo na
sintese de lipideos (EDMOND, 2001). Os lipideos atuam na construcdo das membranas
e, portanto, sdo importantes para a mielinizacdo (CHRAST et al., 2011), o crescimento
de neuritos (TABERNERO et al., 2001) e a sinaptogénese (MAUCH et al., 2001), além
de agirem como moléculas de sinalizacdo (BAZAN, 2003). No entanto, em excesso,
essas biomoléculas podem ter efeitos deletérios sobre o sistema nervoso central

(GUPTAetal., 2012, BRUCE-KELLER; KELLER; MORRISON, 2009).

O cérebro utiliza pouco os acidos graxos de cadeia longa no seu metabolismo
energeético, mas isso ndo é bem compreendido. Por outro lado, outros 6rgdos com alto
gasto energético, como coragdo e figado, oxidam amplamente acido graxos. A baixa
oxidacgéo de &cidos graxos no cérebro pode ser explicada pela passagem lenta dos acidos
graxos através da barreira hematoencefalica (BHE), pela baixa capacidade enzimatica

para degradacdo dos acidos graxos e pelos efeitos dos &cidos graxos na sintese
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mitocondrial de adenosina trifosfato (ATP) no equilibrio entre a geracdo e a eliminacgao

de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SCHONFELD; REISER, 2013).

1.2. Obesidade e inflamagéo

A obesidade é uma doenca cronica de etiologia complexa e multifatorial,
resultando da interacdo de fatores genéticos, influéncia do ambiente, estilo de vida e
fatores emocionais. Nos ultimos anos, a ocorréncia de obesidade humana aumentou de
forma intensa em todo o mundo. Diante do crescente nimero de pessoas com obesidade,
muitos estudos tém sido feitos nessa area e foi observado que diversas citocinas estdo
aumentadas em tecidos de animais obesos (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006,
BERG; SCHERER, 2005, HOTAMISLIGIL et al., 1995) caracterizando um estado de
inflamacdo cronica e de baixo grau encontrada nesses individuos. O gatilho inflamatério
na obesidade é metabdlico e causado pelo consumo excessivo de nutrientes. Células
especializadas, como os adipdcitos, sdo as responsaveis por iniciar e sustentar o
processo inflamatério, danificando a homeostase metabdlica (GREGOR;
HOTAMISLIGIL, 2011). O excesso de ingestdo de nutrientes, ocasionando altos niveis
circulantes de glicose, acidos graxos livres, e aminoécidos, além de ser um contribuinte
para 0 excesso de energia, tem sido reconhecido como um fator externo independente
que é alvo de sistema imunoldgico inato para desencadear uma forma atipica de
inflamacdo, que leva a disfungbes metabdlicas a nivel celular, de 6rgdos e sistémico
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011, LEHRKE; LAZAR, 2004, BERG; SCHERER,

2005, SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008, SHOELSON; GOLDFINE, 2009).



A BHE é a interface entre o sangue e o cérebro. Ela é um dos principais fatores
que regulam a atividade e a captacdo dos acidos graxos no SNC. A captagdo de &cidos
graxos pelo cérebro é seletiva, priorizando a entrada de &cidos graxos poli-insaturados e
suprimindo a entrada de colesterol e acidos graxos saturados e monoinsaturados. Além
disso, a quantidade relativa de &cidos graxos no sangue pode afetar o grau de penetracao
desses no SNC (CURI, 2002). Apesar da preferéncia pela captacdo de &cidos graxos
poli-insaturados, foi observado que 4&cidos graxos saturados administrados
perifericamente, sdo captados pelo cérebro e se acumulam principalmente nos astrdcitos,
se comparados aos neurénios (MORAND; BAUMANN; BOURRE, 1979). O transporte
de 4cidos graxos através de membranas é controverso e pode envolver difusdo passiva
(movimento flip-flop) bem como processo mediado por proteinas (incluindo proteina de
transporte de acido graxo 1-6, acido graxo translocase/CD 36, proteinas ligantes de
acidos graxos intracelulares 1-9, proteinas ligantes de acidos graxos membrana plasma e

caveolina-1) (MITCHELL; HATCH, 2011).

Sabe-se que em diversas condi¢Bes patologicas, como esclerose mudltipla,
diabetes tipo 2, acidente vascular cerebral isquémico, traumatismo craniano e doencas
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer, h4& um aumento na permeabilidade da
BHE (BOER; GAILLARD, 2006) e, consequentemente, um aumento da exposi¢do do
cérebro aos acidos graxos. Também foi observado, que dietas ricas em acidos graxos
saturados estdo relacionadas a disfuncdo da BHE (TAKECHI et al., 2013). Nessas
condigBes de maior suscetibilidade, efeitos toxicos dos &cidos graxos saturados de
cadeia longa tem sido observados in vivo. Entre os efeitos observados in vivo com
relacdo aos &cidos graxos saturados estdo o aumento da inflamacdo central em
hipotdlamo e cdrtex cerebral, a diminuicdo da plasticidade neuronal no hipocampo, o

estresse oxidativo no cortex cerebral e o comprometimento cognitivo no hipocampo



(BRUCE-KELLER; KELLER; MORRISON, 2009, YU et al., 2009, MILANSKI et al.,

2009, MOLTENI et al., 2002, WINOCUR; GREENWOOD, 2005, WHITE et al., 2009).

Tem sido observado que uma dieta rica em &cidos graxos saturados esta
relacionada com aumento de parametros inflamatorios séricos no tecido adiposo, no
figado e no musculo de animais (FRITSCHE, 2015, WANG et al., 2012, CAl et al.,
2005). Estudos in vitro mostram que acidos graxos saturados, e ndo os insaturados, de
cadeia média ou, principalmente, longa tém também efeito inflamatdrio em macrofagos,
mondcitos, astrécitos e células dendriticas (GUPTA et al., 2012, LEE, J Y et al., 2001,
LEE, et al., 2004, LAINE et al., 2007, CALDER, 2013, HUANG et al., 2012). Foi
observado que &cidos graxos saturados, principalmente estearico, laurico e palmitico,
ativam receptores do tipo Toll 2 e 4 (TLR2 e TLR4) e levam a uma resposta pro-
inflamatoria pela ativagdo da via do fator nuclear kB (Nf-kB), levando ao aumento da
expressdo de genes-alvo pré-inflamatérios e prostaglandinas pelo aumento na expressao
e atividade da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) em mondcitos (JOHNSON; MILNER;

MAKOWSKI, 2012, LEE et al., 2001 e 2004).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem um papel importante na resisténcia
a insulina, visto que foi observado sua interferéncia na acdo da insulina (XU et al., 2003,
DANDONA, 2004). Lembrando que uma inflamagé&o de baixa intensidade e cronica tem
sido relacionada a patogénese da obesidade, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica
e diabetes tipo 2 (XU et al., 2003, WEISBERG et al., 2003, GREGOR;
HOTAMISLIGIL, 2011, JACOBI; STANYA; LEE, 2012). Alguns trabalhos mostraram
que acidos graxos saturados livres liberados por adipdcitos aumentam a secregdo de
TNF-a pelos macrofagos e 0 TNF-a reciprocamente estimula a lipélise e a liberagdo de

acidos graxos saturados livres pelos adipocitos (SUGANAMI; NISHIDA; OGAWA,



2005). Também foi observado que acidos graxos saturados de cadeia longa aumentam a

secrecdo dessa citocina em cultura de astrocitos (GUPTA et al., 2012).

1.3. Astrocitos

Os astrdcitos sdo células com morfologia estrelada, possuem numerosos
processos que se estendem e envolvem neurdnios e vasos sanguineos vizinhos e contém
a proteina glial fibrilar acida (GFAP) como filamentos intermediarios. Essas células
captam o glutamato liberado na fenda sinaptica pelos neurénios num processo critico
para 0 chamado ciclo glutamato-glutamina. Nesse processo, 0s astrocitos captam e
metabolizam o glutamato em glutamina via glutamina sintetase (GS), enzima glia-
especifica no SNC, numa reacdo de amidacdo dependente de ATP (MARTINEZ-
HERNANDEZ; BELL; NORENBERG, 1977, OTTERSEN; ZHANG; WALBERG,
1992). A glutamina é redistribuida para os neurdnios para sintese de novo de glutamato.
E importante ressaltar que, nesse sistema, a glutamina liberada n&o interfere diretamente
na neurotransmissdo, pois diferentemente do glutamato, ndo causa excitotoxicidade e
ndo ativa os receptores de glutamato. O glutamato captado pelos astrocitos também
pode ser convertido em a-cetoglutarato, através de uma reacdo de desaminacao pela
enzima glutamato desidrogenase ou por transaminagdo. O a-cetoglutarato pode ser
metabolizado através do ciclo do &cido citrico ou ser metabolizado a malato que pode
ser descarboxilado a piruvato e reduzido a lactato. Esse lactato também pode ser
exportado dos astrocitos para ser utilizado pelos neurdnios (MAGISTRETTI, 1994,

DANBOLT, 2001).
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Os astrocitos sdo as células mais resistentes ao estresse oxidativo entre as células
cerebrais e proporcionam protecdo aos neurdnios. 1sso se deve, principalmente, ao seu
alto conteudo de glutationa reduzida (GSH). A GSH é um tripeptideo formado por
glutamato, cisteina e glicina e também o principal antioxidante cerebral (AOYAMA;
WATABE; NAKAKI, 2008). O astrocito secreta GSH que serve de substrato para a
ectoenzima astroglial y-glutamiltranspeptidase que tem como produto o dipeptideo
cistenilglicina, a qual é utilizada pelos neurénios como precursor para a sintese de GSH
(DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). A habilidade para reduzir ou
sintetizar GSH é um importante fator que deve determinar como se encontra o estado
redox celular, visto que o estresse oxidativo tem sido associado com o desenvolvimento

de condic¢des patolégicas como as doencas neuroinflamatorias.

Uma proteina caracteristica de astrocitos é a proteina ligante de célcio S100B. A
S100B é membro da familia de proteinas S100, que s@o proteinas diméricas ligantes de
calcio de 21 kDa. A S100B se localiza no citoplasma das células, como um homodimero
na qual as duas subunidades sdo mantidas juntas por ligacdes ndo-covalentes e sdo
arranjadas de um modo antiparalelo sendo encontrada na forma solivel bem como
associada com membranas intracelulares dos centrossomos, microtubulos e filamentos
intermediérios tipo 111 (DONATO, 2003). A S100B no SNC é principalmente expressa e
secretada por astrdcitos constitutivamente e sobre estimulacdo astrocitica com varios
agentes (PINTO et al., 2000), incluindo TNF-a. (EDWARDS; ROBINSON, 2006). Entre
os alvos intracelulares, foi mostrado que a S100B tem participagdo na regulacdo da
proliferacdo, diferenciacdo e morfologia celular, homeostase do célcio, fosforilacdo de
proteinas, transcricdo, atividade e metabolismo enzimatico. (DONATO et al., 2001 e
2009). A S100B também apresenta efeitos extracelulares observados em culturas

neuronais dependendo de sua concentracdo, uma vez que em concentracfes picomolar e
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nanomolar apresenta efeito tréfico, enquanto em concentragdes micromolar, efeito
apoptético. Estes efeitos envolvem a ativacdo via receptor para produtos finais de
glicacdo avangada (RAGE) e vias de sinalizagdo como da cinase regulada por sinal

extracelular (ERK) e do NF-kB (DONATO et al., 2009).

Outra proteina marcadora de astrécitos maduros é a GFAP que é uma proteina de
filamento intermediario do citoesqueleto. Em situa¢des de dano no SNC, os astrocitos
ficam em um estado ativado chamado de astrogliose, tendo como marcador desta
condicdo um aumento de GFAP (O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005). Esta proteina é
modificada por fosforilacdo particularmente em sitios especificos na por¢do N-terminal
e isto modula a plasticidade de filamentos intermediérios gliais (RODNIGHT et al.,
1997). O aumento no imunocontetdo de GFAP, independentemente de haver ou nédo

proliferacdo astroglial, ¢ comumente usado como medida de astrogliose.

1.4. Neuroinflamacéo

No cérebro, os mediadores inflamatérios sdo produzidos principalmente pelas
celulas endoteliais e gliais, incluindo astrocitos e microglia (ROTHWELL; LUHESHI,
2000). A expressdo de citocinas pro-inflamatérias no cérebro é aumentada em resposta a
diversas situacfes, como por exemplo, infecgdes, lesdes, trauma e estresse oxidativo. A
neuroinflamacdo possui um papel importante em diversas desordens neuroldgicas, como
nas doencas de Alzheimer e Parkinson, no acidente vascular cerebral e no traumatismo
craniano (LAYE, 2010, OLMOS; LLADO, 2014, GOODMAN et al., 1990, FILLIT et
al., 1991, ALVAREZ et al., 2007, BOKA et al., 1994). A proteina S100B extracelular

em altas concentragfes, pode agir como uma citocina, exibindo efeitos dose-
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dependentes no tecido nervoso e estimulando a expressao de citocinas pré-inflamatérias.
Esse efeito pro-inflamatério da S100B tem sido atribuido a sua afinidade ao receptor
RAGE em microglia, astrocitos e neurénios no SNC (VAN ELDIK; WAINWRIGHT,

2003, FUJIYA et al., 2014, PONATH et al., 2007, BIANCHI et al., 2011).

O RAGE é um receptor de reconhecimento de padrdo e mediador central da
resposta imune inata. A ativacdo desse receptor estd envolvida na resposta inflamatoria
imediata. A perduracdo da sinalizacdo do RAGE sustenta a inflamacdo e leva ao
estabelecimento de distdrbios inflamatérios cronicos (YAN et al., 2009, BIERHAUS;
STERN; NAWROTH, 2006, KIERDORF; FRITZ, 2013). Além dos produtos finais de
glicacdo avancgada (AGEs), o RAGE é capaz de ligar grande quantidade de ligantes de
variadas origens e propriedades, entre elas, proteinas da familia S100, oligbmeros e
fibrilas de A, proteina do grupo 1 de alta mobilidade (HMGB1) e acido lisofosfatidico

(LPA) (FRITZ, 2011).

Outros receptores classificados como receptor de reconhecimento de padrdo séo
os receptores do tipo Toll (TLR). Entre os TLRs, 0 TLR4 € o Unico que tem a habilidade
de ativar as vias MyD88-dependente e MyD88-independente expressando
predominantemente moléculas inflamatdrias e interferons tipo |, respectivamente. O
TLR4 também € o Unico membro da familia dos TLRs que envolve todos os quatro
dominios de receptor de IL1/Toll (TIR), contendo proteinas adaptadoras para sinalizar a

resposta inflamatéria (KAGAN et al., 2008, LU; YEH; OHASHI, 2008).

Diferentes fontes associadas a padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) de origem bacterianas, fungicas e virais ativam a sinalizacdo do TLR. O
lipopolissacarideo (LPS) proveniente das paredes celulares de células bacterianas gram-

negativas € o principal PAMP e um ligante natural do TLR4 (CALABRESE;
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CIGHETTI; PERI, 2014). O TLR4 também ¢ ativado por padrdes moleculares
associados a perigo (DAMPs) enddgenos liberados em consequéncia a insultos e
inflamacdo, tais como lipoproteina de baixa densidade oxidada e fosfolipideos oxidados
(CALABRESE; CIGHETTI; PERI, 2014, LUCAS; MAES, 2013). Esses estimulos
inflamatorios estéreis, da mesma forma os microbianos, também podem resultar em
recrutamento de neutrofilos e macréfagos, levando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas, principalmente TNF-a e interleucina-1p (IL-1p) (CHEN;
NUNEZ, 2010). Outros possiveis agonistas para 0 TLR4 s&o os &cidos graxos saturados,
mas esse ponto tem sido pouco explorado. De fato, evidéncias sugerem que os acidos
graxos saturados e o LPS compartilham a mesma via de sinalizacdo inflamatdria com o
TLR4, promovendo a expressdo de fatores de transcri¢do pro-inflamatérios, como o NF-

kB e a COX-2 (LEE et al., 2003, ROCHA et al., 2016).

A COX-2 é uma enzima associada a inflamac&o e sua inducdo é responsavel por
desencadear muitas citocinas e mediadores inflamatérios presentes em muitas células
inflamatorias. Em estados inflamatdrios agudos e crbnicos, a COX-2 é a enzima
limitante na sintese de prostandides, como as prostaglandinas, e essas moléculas
contribuem para o processo patoldgico de muitas condi¢des inflamatdrias, incluindo
cancer, artrite reumatdide e doenca de Alzheimer (RUMZHUM; AMMIT, 2016). Sua
expressdo no cérebro € altamente regulada em condigdes fisiologicas, e tem sido
mostrado que sua expressdo é dividida em duas fases: precocemente em neurénios e
mais tarde em células ndo neuronais, como os astrocitos (TAKEMIYA; MATSUMURA;

YAMAGATA, 2007).

Uma das citocinas importantes no SNC é o TNF-a que exerce tanto fungdes

homeostaticas quanto patoldgicas (MONTGOMERY; BOWERS, 2012, SANTELLO;
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VOLTERRA, 2012). Em situacdes normais de saide o TNF-a tem papel em fungdes
regulatorias, como plasticidade sinaptica (BEATTIE et al., 2002, KANEKO et al.,
2008), aprendizado e memoria (BESTE et al., 2010, BAUNE et al., 2008), sono
(KRUEGER, 2009), ingestdo de comida e &agua (PLATA-SALAMAN, 2001) e
gliotransmissdo glutamatérgica (SANTELLO; BEZZI; VOLTERRA, 2011). Em
condicBes patoldgicas, astrocitos e microglia liberam grande quantidade de TNF-a, ¢ a
producdo dessa citocina é um importante componente da resposta neuroinflamatéria que
esta associada com muitas desordens neurolégicas (MONTGOMERY; BOWERS, 2012,

MCCOY; TANSEY, 2008, FRANKOLA et al., 2011, OLMOS; LLADO, 2014).

Tendo em vista a importancia da funcdo normal dos astrdcitos para o bom
funcionamento do SNC e considerando as situacdes em que 0s acidos graxos podem se
elevar no SNC, sendo ou ndo por dano de BHE, é importante que se verifique como se
encontram as funcles astrociticas perante a presenca de diferentes &cidos graxos

saturados e poli-insaturados.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da exposicdo de culturas
primarias de astrocitos de ratos neonatos a diferentes acidos graxos de cadeia longa
saturados e poli-insaturados sobre a viabilidade celular, pardmetros inflamatorios, bem

como outros pardmetros funcionais caracteristicos desse tipo celular.

2.2. Objetivos Especificos

Verificar a acdo de diferentes concentracdes (de 25 a 100 uM) de acidos graxos de
cadeia longa saturados (&cido miristico, acido palmitico e &cido estearico) e insaturados
(&cido linoleico e &cido linolénico) em cultura primaria de astrocitos sobre a viabilidade
celular e sobre a secrecdo da proteina S100B. Com base nesses experimentos, escolher

uma concentracao para a realizacdo dos demais experimentos (citados a seguir).

Analisar a acdo dos acidos graxos saturados e insaturados de cadeia longa em

cultura primaria de astrécitos sobre:

e Parametros de funcdo astrocitéria: conteido de GFAP, captacdo de glutamato
e atividade da glutamina sintetase.

e Parémetros inflamatorios: secrecdo de TNF-a e expressdo de TLR4, RAGE e

COX-2.
e Parametros de estresse oxidativo: conteddo de GSH e oxidagdo de

diclorodifluoresceina diacetato (DCF-DA).
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3. Metodologia

3.1. Animais e cultura primaria de astrdcitos

Foram utilizados ratos Wistar entre 1 e 4 dias de idade (GOTTFRIED et al.,
1999), machos ou fémeas, provenientes de ninhadas do acasalamento harém de col6nia
expansao (1:2), de acordo com a disponibilidade do biotério. Os ratos foram criados em
padréo sanitario convencional controlado, no Biotério do Departamento de Bioquimica
da UFRGS, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro (07h/19h) e temperatura
controlada (21-23°C). As fémeas progenitoras foram mantidas em gaiolas com
dimensGes 41 x 34 x 16 cm, devidamente identificadas, em cama de maravalha de pinus
autoclavada e alimentadas com ragéo balanceada padrédo para roedores (Nuvilab CR-1®
- Nuvital) e &gua ad libitum. Os neonatos utilizados neste estudo ndo permanecem no
biotério apds o 4° dia de vida. Os animais foram retirados do biotério e levados
imediatamente a sala de cultivo celular, onde foram mortos por decapitacdo sem 0 uso
de anestésicos, conforme descrito na literatura (GORINA et al., 2011, WERRY et al.,

2012, ZHOU et al., 2006, ZHANG et al., 2011).

As culturas primarias de astrdcitos foram realizadas como previamente descrito
(GOTTFRIED et al., 1999). Os cortices cerebrais foram removidos e mecanicamente
dissociados em solucdo salina balanceada livre de Ca** e Mg®*, com pH 7,4. Ap6s
centrifugacdo a 1000 rpm durante 5 minutos, o pellet foi suspenso em Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino e as células
foram semeadas em placas recobertas com poli-L-lisina. As culturas foram mantidas em
incubadora com 5% de CO,/95% de ar a 37°C até atingirem a confluéncia

(aproximadamente 21 dias in vitro).
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3.2. Conjugacao dos &cidos graxos com albumina

A conjugacéo dos acidos graxos com a albumina foi realizada com a finalidade
de deixa-los sollveis a0 meio de cultura. Os diferentes acidos graxos (Sigma: &cidos
miristico M3128, estearico S4751, palmitico P5585, linoleico L1012, linolénico L2376)
foram solubilizados em etanol (Merk) e armazenados a -20°C. Pouco antes de cada
experimento, os &cidos graxos foram conjugados com albumina livre de &cidos graxos
(Sigma A8806) e com baixa concentracdo de endotoxinas na proporcdo 10:1 (&cido
graxo:alboumina) por 1 hora e 30 minutos a 37°C, com agitacdo ocasional. A

concentragéo final de etanol era menor do que 0,5%.

3.3. Desenho Experimental

Quando as células atingiram a confluéncia, o meio de cultivo foi substituido por
DMEM sem soro fetal bovino adicionado ou ndo dos &cidos graxos saturados ou
insaturados complexados com albumina livre de acidos graxos (em concentracfes
variando de 25 a 100 uM) ou veiculo. O tempo de incubacéo foi de 24 horas (GUPTA et
al., 2012) e, apds, as amostras para as técnicas bioquimicas e imunoldgicas foram

processadas como segue.
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3.4. Técnicas Bioquimicas e Imunolégicas

3.4.1. Reducdode MTT

Foi realizada por ensaio colorimétrico previamente descrito (LEITE et al., 2009).
O MTT foi incubado (0,05 mg/mL) nos 30 minutos antes de completar as 24 horas de
incubacdo dos &cidos graxos nas células e o produto corado resultante de sua reducéo
foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO). As absorbancias foram determinadas a
560 e a 650 nm e o resultado foi calculado pela diferenca entre os valores de
absorbancia encontrados nos diferentes comprimentos de onda (absorbancia 560 nm —

absorbancia 650 nm). O resultado foi mostrado em percentual em relagdo ao basal.

3.4.2. Incorporacéo do corante vermelho neutro

Foi realizada conforme previamente descrito (LEITE et al., 2009). O corante foi
incubado (0,05 mg/mL) nos 30 minutos antes de completar as 24 horas de incubacao
dos acidos graxos nas células e, apds 3 lavagens com tampdo fosfato (PBS), foi
adicionada uma solugdo de extracdo (acido acético, etanol e &gua, na proporcdo de
1:50:49). O corante captado foi avaliado em espectrofotdmetro a 560 nm. O resultado

foi mostrado em percentual em relagdo ao basal.

3.4.3. Incorporacao de iodeto de propidio

Foi incubado 7,5 uM de iodeto de propidio nos 15 minutos antes do término das
24 horas de incubacéo dos &cidos graxos. A fluorescéncia foi visualizada em filtro para
cor vermelha em microscopio Nikon Eclipse TE300. Foram fotografados campos

representativos em contraste de fase e fluorescéncia.
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3.4.4. Medida da concentracdo de GSH

Foi avaliado por uma técnica fluorimétrica, de acordo com Guerra e
colaboradores (BROWNE; ARMSTRONG, 1998). As células foram lisadas em tampéo
fosfato KCI (fosfato de sodio bibasico 20 mM e KCI 140 mM, pH 7,4) e adicionou-se
MPA (&cido metafosférico). Apo6s, incubou-se com OPT (o-phthaldialdehyde). A
fluorescéncia das amostras foi medida nos comprimentos de onda de excitag¢do (350 nm)
e emissdo (420nm) e comparada a uma curva padrdo de GSH variando de 0,98 pM a

500 puM. O resultado foi corrigido pelo valor de proteinas.

3.4.5. Atividade da Glutamina Sintetase

A medida da atividade da glutamina sintetase foi realizada segundo Minet e
colaboradores (1997) (MINET et al., 1997). As células foram lisadas em tampé&o
imidazol 50 mM (pH 6,8) e incubadas por 15 minutos em um tamp&o contendo imidazol
50 mM, glutamina 100 mM, hidroxilamina 50 mM, arsenato de so6dio 25 mM, cloreto
de manganés 2 mM e ADP 0,2 mM. Apds, a reacdo foi parada com a adicéo de cloreto
férrico em meio &cido e, apds centrifugacdo e separacdo do sobrenadante, o produto
corado formado foi lido em 540 nm. A atividade da GS foi calculada a partir da
comparagdo dos resultados obtidos com uma curva padrdo do produto corado. O
resultado foi corrigido por mg de proteina dosadas através de técnica de Lowry

modificada por Peterson (PETERSON, 1977).

3.4.6. Captacdo de glutamato

A captacdo de glutamato foi realizada segundo Feoli e colaboradores com
algumas modificages (FEOLI et al., 2006). As células foram incubadas a 37 °C em

solucgéo salina balanceada de Hanks (HBSS). O ensaio foi iniciado pela adicéo de 0,1
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mM de L-glutamato e 0,33 puCi/mL de L-[2,3-3 H] glutamato. A incubacéo foi parada
apo6s 7 minutos, pela remo¢do do meio e lavagem das células trés vezes com HBSS
gelado. As ceélulas foram lisadas em uma solugdo 0,5 M de NaOH. Apos a adigdo de
liquido de cintilacdo (PerkinElmer: Optiphase HiSafe 3), a radioatividade foi medida em
um contador de cintilagdes PerkinElmer precisely Tri-Carb 2800TR. Os valores foram
corrigidos pelo valor de proteinas totais de cada pogo medidas através de técnica de

Lowry modificada por Peterson (PETERSON, 1977).

3.4.7. Secrecdo de TNF-a

O meio de cultivo foi coletado e congelado a -80°C até a hora do ensaio. O TNF-
a foi quantificado através de kit comercial de enzimaimunoensaio (ELISA), conforme

as instrucdes do fabricante (eBioscience — San Diego, USA).

3.4.8. Secrecdo de S100B

A secrecdo de S100B foi quantificada pelo método de ELISA de acordo com
Leite e colaboradores (LEITE et al., 2008). Inicialmente a placa foi coberta com
anticorpo monoclonal anti-S100B (1:1000 em tamp&o carbonato (Sigma) e, apds 12
horas, a placa foi lavada com solugéo de lavagem (PBS com 0,1% de ovoalbumina e
0,005 % de Twen 20) e blogueada com PBS contendo 2% de ovoalbumina durante 1
hora. Apoés, a placa foi lavada e, entdo, as amostras previamente diluidas e a curva
padrdo foram incubadas com tampdo Tris 50 mM, pH 8,6 durante 2 horas a 37°C.
Depois, a placa foi lavada, o anticorpo policlonal anti-S100 produzido em coelho
(1:5000) foi incubado durante 30 minutos a temperatura de 37°C. Posteriormente, a
placa foi novamente lavada e incubada durante 30 minutos com o anticorpo anti-1gG de

coelho conjugado a peroxidase. A reacdo de cor foi feita pela adicdo de o-
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fenilenediamina (OPD) (pastilhas Sigma Fast P9187) e, transcorridos 30 minutos, a
reagdo foi parada com &cido cloridrico 3 M e a coloragéo foi medida em 492 nm. Todos
os anticorpos foram diluidos em PBS contendo 0,5% de ovoalbumina. O valor de
concentracdo de S100B foi calculado a partir da comparacdo das absorbancias das

amostras com uma curva padréo de S100B, variando de 0,002 — 1 ng/mL.

3.4.9. Imunoconteldo de GFAP

O conteldo de GFAP foi quantificado por ELISA conforme Tramontina e
colaboradores (TRAMONTINA et al., 2007). Iniciando com revestimento de
microplacas com as amostras ou com a curva padrdo (com concentragdes entre 0,1 e 10
ng/mL) junto & albumina 1 ng/pl durante 12 horas a 4°C. A placa foi lavada e bloqueada
com TBS (tampdo a base de tris, pH 7,5), contendo 5% de leite em p6 desnatado
durante 2 horas a temperatura ambiente. Depois, a placa foi lavada e foi feita a
incubagdo com anticorpo policlonal anti-GFAP de coelho durante 1 hora, & temperatura
ambiente. Apo0s isso, foi incubada com anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com
peroxidase durante 1 hora, a temperatura ambiente. Apds, a placa foi novamente lavada
e foi adicionado OPD para a reacdo colorimétrica. Apds 30 minutos, a reacdo foi parada
pela adicdo acido cloridrico (3 M) e a leitura da absorbancia foi realizada em 492 nm. O
valor da concentracdo de GFAP foi calculado a partir da comparagédo das absorbancias
das amostras com uma curva padrdo de GFAP, variando de 0,1 a 10 ng GFAP e
corrigido pelo valor de proteinas totais através de técnica de Lowry modificada por

Peterson (PETERSON, 1977).
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3.4.10. Imunoquantificacdo de RAGE, COX-2e TLR4

O imunocontetdo de RAGE, COX-2 e TLR4 foi medido através da técnica de
eletroforese, transferéncia e imunoquantificagdo. As amostras de cultura foram lisadas
em solucdo A (SDS 4%, EDTA 2 mM e tris 50 mM) e submetidas a desnaturacao
térmica (100 °C por 5 minutos). As amostras foram centrifugadas (10000 g por 5
minutos a 4 °C), e do sobrenadante foi dosada a quantidade de proteina, em seguida
adicionou-se solucdo B (glicerol 40%, tris 50 mM e azul de bromofenol quantidade
suficiente para deixar azul escuro) contendo 5% de mercaptoetanol. Apos isso, foi feita
a separacdao das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% utilizando
voltagem de 180 V durante 1 h, sendo aplicados 10 ug de proteina por amostra. Em
seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando
amperagem de 1,2 mA/area de membrana durante 1 hora. Apos a transferéncia das
proteinas para a membrana de nitrocelulose, as membranas foram bloqueadas com
albumina bovina 2% diluida em TBS contendo 0,005% de Tween 20 (T-TBS) durante
12 h a 4°C sob agitacao leve, a fim de evitar ligac6es inespecificas. Os anticorpos foram

incubados em T-TBS conforme a tabela 1.

Tabela 1. Dilui¢Bes e tempos de incubacéo dos anticorpos utilizados para imunodetecc¢ao.

Proteina Anticorpo Primario Anticorpo Secundario
(diluicdo/tempo) (tipo/diluicéo/tempo)
'RAGE " Anti-RAGE/ 1:10000/ 1h |
COX-2 Anti-COX-2/ 1:10000/ 1t~ Anti-IgG-cabra/ 1:10000/ 1h
TLR4 Anti-TLR4/ 1:10000/ 1h
Actina Anti-actina/ 1:10000/ 12h Anti-lgG-camundongo/

1:10000/ 1h

Todos os anticorpos foram incubados a 4 °C sob agitacédo leve e entre cada uma

das incubagdes as membranas foram lavadas com T-TBS sob agitacdo leve. Apés a
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incubacdo com o anticorpo secundario as membranas foram novamente lavadas com T-
TBS e, foi feita uma Ultima lavagem de 10 minutos com TBS sob agitagéo leve. Ao final
do procedimento as membranas foram expostas a ECL e foi feita a detecgdo com o uso
de fotodocumentador (GE Healthcare Life Sciences) durante 5 minutos de exposicao.

As imagens obtidas foram quantificadas utilizando o software Image J.

3.4.11. Medida de formac&o de espécies reativas

A medida de formacao de espécies reativas foi realizada por técnica de DCF-DA.
Foi adicionado 10 uM de DCF 30 minutos antes do término do tratamento. Depois, 0
meio foi removido e foi feita uma lavagem com PBS. As células foram lisadas em PBS
contendo 0,2% de Tritom X-100. A fluorescéncia foi lida em 485 nm (excitacdo) e 520

nm (emissdo). O resultado foi expresso por porcentagem em relagdo ao controle.

3.4.12. Dosagem de Proteinas

A medida de quantidade de proteinas foi feita através de técnica de Lowry

modificada por Peterson (PETERSON, 1977).

3.5. Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software SPSS versdo 20.0. Utilizou-se
teste t de student ou ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Dunnet ou Duncan,
conforme indicado nas legendas, para a avaliagdo dos resultados que foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

24



4. Resultados

4.1. Efeito dos acidos graxos sobre a viabilidade celular

Inicialmente, avaliamos o efeito do tratamento com os &cidos miristico,
palmitico, esteérico, linoleico ou linolénico na concentracdo de 100 uM por 24 horas
sobre a viabilidade celular dos astrécitos. N&o observamos diferengas significativas
tanto na reducdo do MTT quanto na incorporagao do corante vermelho neutro (tabela 2)

ou incorporacgdo de iodeto de propidio (dados ndo mostrados).

Tabela 2. Efeito dos acidos graxos sobre a viabilidade celular.

MTT VN
Basal 0,245+ 0,034 0,248 + 0,015
Veiculo 0,239+0,034 0,238 +£0,014
Miristico 0,273 +0,042 0,242 £ 0,015
Palmitico 0,271 +£0,039 0,227 £ 0,013
Esteérico 0,252 +0,033 0,218 +£0,014
Linoleico 0,227 £0,038 0,237 + 0,028
Linolénico 0,218 +0,024 0,219 + 0,037

Astrécitos foram incubados com &cido miristico, cido palmitico, 4cido estearico, acido linoleico ou acido
linolénico na concentragdo de 100 pM por 24 horas. Ao final da incubagdo, a viabilidade celular foi
avaliada por reducdo de MTT ou incorporacdo do corante vermelho neutro (VN). Os valores estdo
mostrados como média £ o erro padrdo das absorbancias obtidas de 6 experimentos independentes
realizados em triplicatas para cada ensaio (ANOVA de 1 via, seguido de pos-teste de Dunnett,

considerando p<0.05).

4.2. Efeito dos &cidos graxos sobre a secrecdo da proteina S100B

Na incubacdo dos astrdcitos com o &cido palmitico, houve um aumento de

secrecdo da proteina S100B dose-dependente, em 24 horas, em relagdo ao veiculo (Fig

2A). Esse efeito ndo foi observado com os outros acidos graxos (dados ndo mostrados),

representados apenas pela concentragéo de 75 uM (Fig 2B), que foi a escolhida para os
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demais ensaios. A concentragdo de 75 pM foi a escolhida por ser uma concentragdo
intermediéria e por ter sido capaz de aumentar a liberacdo de S100B na incubagdo com

0 &cido palmitico.
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Figura 2: Efeito dos &cidos graxos sobre a secrecdo da proteina S100B. Em (A) astrécitos foram
incubados nas concentragdes de 25 uM, 50 uM, 75 uM ou 100 uM de acido palmitico por 24 horas.
Simbolos iguais indicam o mesmo grupo estatistico (ANOVA de 1 via, seguido de pds-teste de Duncan,
considerando p<0.05). Em (B) astrdcitos foram incubados com &cido miristico, &cido esteérico, acido
linoleico ou &cido linolénico na concentragdo de 75 uM por 24 horas (ANOVA de 1 via, seguido de pos-
teste de Dunnett, considerando p<0.05). Os valores estdo mostrados como média + o erro padrdo como
porcentagem em relacéo ao basal de 6 experimentos independentes realizados em triplicatas.
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4.3. Efeito dos acidos graxos sobre o contetdo de GFAP

O contetdo de GFAP foi medido apds 24 horas da incubacdo com os &cidos
miristico, palmitico, estearico, linoleico ou linolénico na concentracdo de 75 uM. Nao

houve alteracdo significativa no contetido de GFAP nos diferentes acidos graxos (Fig 3).
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Figura 3: Efeito dos acidos graxos sobre o contelido de GFAP. Astrdcitos foram incubados com acido
miristico, acido palmitico, acido estedrico, acido linoleico ou acido linolénico na concentragdo de 75 uM
por 24 horas. Os valores estdo mostrados como média + o erro padrdo como porcentagem em relagéo ao
basal de 6 experimentos independentes realizados em triplicatas (ANOVA de 1 via, seguido de p6s-teste
de Dunnett, considerando p<0.05).

4.4. Efeito dos acidos graxos sobre a captagdo de glutamato e a atividade da GS

A captacdo de glutamato e a atividade da GS foram medidos ap6s 24 horas de
incubagdo com os acidos miristico, palmitico, esteérico, linoleico ou linolénico na
concentracdo de 75 uM (Fig 4). Nao houve altera¢do significativa na captacdo de
glutamato (Fig 4A). A atividade da GS foi alterada apenas com a incubagéo com o acido

linoleico, onde houve um aumento na sua atividade em relacéo ao veiculo (Fig 4B).
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Figura 4: Efeito dos 4cidos graxos sobre a captacdo de glutamato e a atividade da GS. Astrécitos
foram incubados com &cido miristico, acido palmitico, acido esteérico, &cido linoleico ou &cido linolénico
na concentracdo de 75 pM por 24 horas. A captacdo de glutamato em (A) e a atividade da GS em (B)
foram medidos e corrigidos pela quantidade de proteinas totais. Os valores estdo mostrados como média
0 erro padrdo como porcentagem em relacdo ao basal e, no total foram 6 experimentos independentes
realizados em triplicatas para cada ensaio. * Indica diferenca estatistica significativa em comparacéo ao
veiculo (ANOVA de 1 via, seguido de pés-teste de Dunnett, considerando p<0.05).

4.5. Efeito dos &cidos graxos sobre o contetdo de GSH e oxidacdo de DCF-DA

O contetido de GSH e a oxidagcdo de DCF-DA foram medidos apds 24 horas de
incubacdo com os &cidos miristico, palmitico, estearico, linoleico ou linolénico na
concentracdo de 75 uM (Fig 5). Nao houve alteracdo significativa no contetido de GSH
(Fig 5A). J& no teste de oxidacdo de DCF-DA, houve um aumento em relacdo ao

veiculo observado nas células incubadas com o &cido linoleico (Fig 5B).
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Figura 5: Efeito dos &cidos graxos sobre o conteldo de GSH e oxidacdo de DCF-DA. Astrécitos
foram incubados com &cido miristico, &cido palmitico, acido esteérico, acido linoleico ou 4cido linolénico
na concentracdo de 75 puM por 24 horas. O contetido de GSH (A) e a oxidacdo de DCF em (B) foram
medidos e corrigidos pela quantidade de proteinas totais. Os valores estdo mostrados como média + o erro
padrdo em (A) e como média = o erro padrdo como porcentagem em relacdo ao basal em (B), no total
foram 6 experimentos independentes realizados em triplicatas para cada ensaio. * Indica diferenca
estatistica significativa em comparagdo ao veiculo (ANOVA de 1 via, seguido de po6s-teste de Dunnett,
considerando p<0.05). No insert, teste t entre basal e veiculo para a técnica de oxidagdo de DCF,
considerando p<0.05 (UF = unidade de fluorescéncia).
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4.6. Efeito dos acidos graxos sobre a secrecdo de TNF-a

A secrecdo de TNF-a foi medida apds a incuba¢do com os acidos miristico,
palmitico, estearico, linoleico ou linolénico na concentracdo de 75 uM por 24 horas (Fig
6). Um aumento na secrecdo de TNF-o foi observado nos acidos graxos saturados
(&cido miristico, &cido palmitico e acido estearico). Ja para os acidos graxos insaturados
(&cido linoleico e acido linolénico) ndo se observou alteracdo significativa na secrecao

dessa citocina.
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(3]
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Figura 6: Efeito dos acidos graxos sobre a secre¢do de TNF-a. Astrocitos foram incubados com acido
miristico, acido palmitico, acido estedrico, acido linoleico ou acido linolénico na concentragdo de 75 uM
por 24 horas e 0 meio extracelular foi coletado para avaliar a secre¢do de TNF-a. Os valores estdo
mostrados como média + o erro padrdo de 6 experimentos independentes realizados em triplicata. *
Indica diferenca estatistica significativa em comparagdo ao veiculo (ANOVA de 1 via, seguido de p6s-
teste de Dunnett, considerando p<0.05). No insert, teste t entre basal e veiculo, considerando p<0.05.
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4.7. Efeito dos acidos graxos no imunocontetdo de COX-2, TLR4 e RAGE

O imunocontetdo de COX-2, TLR4 e RAGE foi medido apds 24 horas da
incubacdo com os acidos miristico, palmitico, estearico, linoleico ou linolénico na
concentragdo de 75 uM (Fig 7). N&o houve alteracéo significativa no conteddo de COX-
2 (Fig 7A), TLR4 (Fig 7B) ou RAGE (Fig 7C), porém se observa uma tendéncia a um

aumento no contetdo de RAGE nos astrécitos incubados com acido miristico.
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Figura 7: Efeito dos &cidos graxos no imunocontetdo de COX-2, TLR4 e RAGE. Astrécitos foram
incubados com &cido miristico, &cido palmitico, &cido estedrico, &cido linoleico ou &cido linolénico na
concentragdo de 75 pM por 24 horas. Em (A) o conteudo de COX-2, em (B) o contetdo de TLR4 e em (C)
0 conteldo de RAGE. Os valores estdo mostrados como média + o erro padrdo, no total foram 6
experimentos independentes realizados em triplicatas para cada proteina (ANOVA de 1 via, seguido de
pos-teste de Dunnett, considerando p<0.05). Em (D) imagens representativas das membranas que foram
utilizadas para a quantificacéo.
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5. Discussao

A ingestdo de &cidos graxos, consumidos na forma de gordura proveniente da
dieta tem aumentado nos Gltimos anos, principalmente na forma de gordura saturada. A
BHE ¢é a interface entre o cérebro e o sangue, sendo um dos principais fatores que
regulam a captacdo dos acidos graxos no SNC. A entrada dos &cidos graxos no SNC é
seletiva, priorizando a captacdo de acidos graxos poli-insaturados em relacdo aos
saturados. Em situa¢Bes nas quais ha aumento na permeabilidade da BHE, como em
doencas neurodegenerativas e no diabetes tipo 2 (BOER; GAILLARD, 2006), o cérebro
fica mais exposto a vérias substancias que normalmente ndo estdo presentes ou estdo em
pequenas quantidades, incluindo-se ai os &cidos graxos saturados de cadeia longa. Os
acidos graxos poli-insaturados tem sido citados como neuroprotetores devido a suas
propriedades anti-inflamatdrias e anti-apoptdticas (ZENDEDEL et al., 2015, DESAI et
al., 2016) e no presente trabalho, foram utilizados como um controle para os acidos

graxos saturados.

Tem sido observado que na obesidade ha uma inflamacéo crénica e de baixo
grau. Os &cidos graxos saturados provenientes da dieta podem ser um dos causadores
dessa inflamagé&o, visto que eles sdo capazes de causar a liberacdo de citocinas como 0
TNF-a e IL-1B (GUPTA et al., 2012). Sob essas circunstancias, € interessante que se
observe os efeitos dessas substancias em células do SNC, como os astrdcitos os quais
sdo essenciais para que as funcdes cerebrais ocorram de maneira adequada. Além disso,
ja foi observado previamente que quando administrados perifericamente, os &cidos
graxos saturados se acumulam principalmente nos astrocitos em comparacdo aos

neuronios (MORAND; BAUMANN; BOURRE, 1979) e que os astrdcitos secretam
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citocinas na presencga de &cidos graxos saturados de cadeia longa na concentracdo de

100 uM (GUPTA et al., 2012).

O primeiro passo para a avaliagdo dos efeitos desses compostos nos astrécitos
foi verificar a integridade e a viabilidade celular. Em nosso trabalho, ndo observamos
alteragBes na viabilidade e integridade celulares nos astrdcitos incubados com o0s
diferentes acidos graxos testados, tanto saturados quanto insaturados. Esse resultado
estd de acordo com outro trabalho realizado em cultura de astrocitos de ratos Sprague-
Dawley, que mostrou diminuicdo da viabilidade celular apenas em concentragdes mais
altas (400 uM) de acido palmitico em 24 horas (GUPTA et al., 2012). Para nossos
objetivos, era importante que a viabilidade celular ndo se alterasse, pois dessa forma,
obtemos um resultado mais fidedigno sobre a secre¢cdo de proteinas, sem que ela seja

confundida pelo extravasamento de material intracelular liberado pela lise de células.

Escolnemos a dosagem de secrecdo da proteina S100B para determinar a
concentracdo dos acidos graxos para 0s demais experimentos. Optamos pela proteina
S100B como a determinante, por ela ser marcadora de astrocitos no SNC e por ela ser
sugerida por muitos trabalhos como marcadora de dano central (GONCALVES; LEITE;
NARDIN, 2008). A mesma curva de concentracdo foi feita para todos os acidos graxos
(25 uM, 50 uM, 75 uM e 100 uM) para verificar sua ag¢do sobre a secrecdo de S100B
em 24 horas (dados ndo mostrados). Observamos que, apenas para o acido palmitico,
houve um aumento dose-dependente da secrecdo de S100B em 24 horas a partir da

concentra¢ao de 50 pM.

O é&cido palmitico é &cido graxo saturado mais abundante na maioria das dietas
(KIEN et al., 2013) e o acido graxo primordial na sintese enddgena de acidos graxos.

Com base nisso e no aumento da secrecdo de S100B induzida pelo acido palmitico,
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escolhemos a concentracdo de 75 puM para fazer os demais ensaios bioquimicos e
imunoldgicos, pois essa era uma concentracdo intermediaria que foi capaz de causar

aumento na liberacdo da S100B.

Essa foi a primeira vez que se observou que o &cido palmitico aumenta a
secrecdo de S100B em astrocitos e esse € um importante achado, uma vez que esse
efeito foi exclusivo desse acido graxo. Esse € um resultado muito interessante, pois o
acido palmitico é acido graxo saturado mais abundante na maioria das dietas (KIEN et
al., 2013) e o &cido graxo primordial na sintese endégena de acidos graxos. Além disso,
a S100B tem sido descrita como um marcador molecular de dano cerebral em diferentes
situacOes agudas ou cronicas. Muitos estudos tém considerado o aumento nos niveis de
S100B como um componente de resposta neuroinflamatoria, principalmente em
doengas neurodegenerativas. Dessa forma, a entrada de maiores quantidades de &cido
palmitico no cérebro poderia ser um contribuinte para o aumento dos niveis de S100B
que é observado nessas situa¢fes de dano. Também devemos considerar que essa S100B
liberada pelos astrdcitos pode ter, in vivo, efeitos paracrinos e autdcrinos nas células

gliais, neurénios e microglia.

Outra proteina caracteristica de astrécitos é a GFAP. N6s ndo observamos
alteracbes no conteudo de GFAP dos astrdcitos, tanto nos &cidos graxos saturados
quanto insaturados, indicando que esses compostos ndo foram capazes de gerar um
processo de astrogliose. Outro trabalho testou a concentragdo de 200 uM de acido
palmitico e acido estearico por 12 horas em cultura de astrocitos de ratos Sprague-
Dawley, concentracdo ainda mais alta que as usadas em nosso estudo, porém com tempo

menor, e fez um imunoensaio para GFAP e ndo observou alteracdo na fluorescéncia

34



dessa proteina de citoesqueleto dos astrécitos (PATIL; CHAN, 2005), corroborando

nosso resultado.

A captacdo do glutamato € uma importante fungdo dos astrdcitos, quando ha
prejuizo nessa funcdo pode haver excitotoxicidade. As células gliais sdo responsaveis
pela absor¢do e metabolismo da maior parte do glutamato no cérebro (DANBOLT,
2001). Na concentracdo e no tempo testados, ndo houve alteracdo na captagdo de
glutamato, tanto para os acidos graxos saturados, quanto para os insaturados. J& foi
observado que 0 TNF-a pode potencializar a excitotoxicidade mediada pelo glutamato
por dois mecanismos complementares. Indiretamente, pela inibi¢cdo dos transportadores
de glutamato dos astrocitos e diretamente, pelo aumento de receptores ionotrépicos
localizados nas sinapses (PICKERING; CUMISKEY; O’CONNOR, 2005). Apesar de
termos observado um aumento na secrecdo de TNF-a em nosso trabalho, ele ndo foi

acompanhado de uma inibicao da captacéo do glutamato.

A enzima GS, é responsavel por metabolizar o glutamato a glutamina, numa
reacdo de amidacdo dependente de ATP. Essa reacdo € importante, por auxiliar na
detoxificacdo do glutamato e da amdnia presentes do SNC. Em nossos resultados, o
acido linoleico causou um aumento na atividade dessa enzima independente de
modificacdo na captacdo do glutamato, podendo indicar que o acido linoleico pode
deixar a GS mais ativa, favorecendo a formacdo de glutamina. Em humanos, uma
deficiéncia na atividade da GS tem sido citada como contribuinte para muitas desordens
psiquiatricas, incluindo epilepsia do lobo temporal, doenca de Alzheimer e
esquizofrenia (HUYGHE et al., 2014, HABERLE et al., 2011, HABERLE et al., 2006,
BURBAEVA et al., 2005, STEFFEK et al., 2008, EID et al., 2012). Assim, o acido

linoleico poderia ser usado como uma importante estratégia terapéutica ou como
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suplementacdo alimentar para pacientes acometidos por patologias que envolvam a
excitotoxicidade glutamatérgica ou excesso de aménia. Também devemos lembrar que a
GS é uma enzima suscetivel ao estresse oxidativo, nesse caso, o acido linoleico poderia

ser um componente adjuvante no intuito de aumentar a atividade dessa enzima.

Os astrocitos sdo as ceélulas cerebrais mais resistentes ao estresse oxidativo e
proporcionam protecdo aos neurdnios, principalmente devido ao seu alto contetdo de
GSH, que é o principal antioxidante cerebral. Além disso, os astrécitos secretam GSH,
que pode ser clivada em um dipeptideo que pode ser captado pelos neurbnios para
sintese de GSH neuronal. A habilidade para reduzir ou sintetizar GSH é um importante
fator que determina como se encontra o estado redox celular, visto que o0 estresse
oxidativo tem sido associado com o desenvolvimento de condi¢des patoldgicas como as
doencas neuroinflamatdrias. Em nosso trabalho ndo observamos alteragdes no contetdo
de GSH tanto para os acidos graxos saturados, quanto para os insaturados. Assim, essas
substancias ndo parecem alterar o estado redox dessas células na concentragdo e no
tempo testados. Um trabalho realizado em cultura de fibroblastos humanos mostrou que
a suplementacdo das culturas com acido araquid6nico ou &cido linoleico conjugado por

48 horas ou 7 dias aumenta o contetdo de GSH (ARAB et al., 2007).

Apesar de o conteddo de GSH néo ter se alterado, encontramos altera¢fes na
formacdo de EROs pela técnica de medida da oxidacdo de DCF-DA. A técnica de DCF-
DA é uma medida que indica a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Quanto mais
EROs, mais o DCF-DA ¢ oxidado, formando um produto fluorescente. NOs observamos
uma reducdo na formacdo de EROs no controle com etanol e albumina em relacdo ao
basal. Existem evidéncias que um consumo moderado de etanol exerce efeito protetor

contra isquemia cerebral e do miocardio (SUN; KORTHUIS, 2007), em contraste com 0
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consumo em altas concentracBes que € relacionado a toxicidade. O etanol, em baixas
concentragfes, € metabolizado pelas enzimas 4alcool desidrogenase e aldeido
desidrogenase de baixo K, ambas as rea¢des resultando na producéao de dinucleétido de
nicotinamida e adenina reduzido (NADH). Isso cria um ambiente redutor, diminuindo o
estresse oxidativo (VASDEV; GILL; SINGAL, 2006). Surpreendentemente, em nossos
resultados, observamos um pequeno aumento de oxidacdo do DCF-DA nos astrdcitos
incubados com é&cido linoleico (para os demais ndo houve alteracdo em relacdo ao
veiculo). No entanto, ndo encontramos altera¢cbes em nenhum outro pardmetro tdxico
para o &cido linoleico. Além disso, os valores de formacdo de EROs encontrados para o
acido linoleico, se aproximam dos valores que encontramos n basal, sem ultrapassa-los.
Dessa forma, consideramos que esse pequeno aumento que encontramos na medida de

EROs poderia atuar nas respostas adaptativas celulares.

Em situacOes de dano ou insulto ao SNC, como no caso de uma inflamagéo,
astrocitos e microglia sdo ativados. Nessas situacdes, essas células secretam citocinas,
como TNF-a e IL-1pB, as quais podem se ligar aos astrocitos e levar ao aumento na
secrecdo de S100B pelos astrdcitos. A S100B, por sua vez, pode se ligar ao receptor
RAGE, que estd presente tanto em microglia quanto em astrdcitos, e, através dessa
ligacdo, ativar fatores de trancrigdo como o NF-«B, o qual pode estimular a liberagao de

mais citocinas e induzir a sintese de COX-2.

Foi observado um aumento na secrecdo de TNF-a no veiculo em relagdo ao
basal. Um estudo utilizando linhagem microglial N9 mostrou que em 24 horas 0,1
mg/mL de albumina de soro bovino ja era capaz de aumentar a secrecdo de IL-1B e
TNF-0, e quanto maior sua concentragdo (de 0,1 a 2,0 mg/mL) e o tempo (de 3 a 24

horas), maior a secrecéo de IL-1B e TNF-a (ZHAO et al, 2009). Tendo isso em vista, foi
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importante termos feito o controle e comparado o efeito dos acidos graxos com o
veiculo, para separar o efeito do veiculo do efeito dos acidos graxos. Observamos um
aumento na secre¢cdo de TNF-o com a incubagdo dos acidos graxos saturados nos
astrocitos, apesar de ndo haver astrogliose. Esse aumento ndo foi observado para os
acidos graxos insaturados, indicando que o aumento na secrecdo de TNF-a ¢ especifico
para acidos graxos saturados. Um trabalho utilizando &cidos graxos na concentracédo de
100 uM por 24 horas em cultura de astrocitos de ratos Sprague-Dawley, também
mostrou que &cidos graxos saturados e ndo os insaturados sdo capazes de aumentar a
liberagdo de TNF-a, IL-6 e IL-1p (GUPTA et al., 2012). Em uma resposta inflamatoria
astroglial, pode ocorrer aumento na secre¢do de citocinas e na secrecdo de S100B
(GUERRA et al., 2011). Existem evidéncias de que o aumento de citocinas, como IL-13
e TNF-a, pode causar diretamente um aumento na secrecdo de S100B como um
componente da resposta neuroinflamatéria (DE SOUZA et al., 2009, EDWARDS;
ROBINSON, 2006). No6s s6 observamos essa relacdo para o acido palmitico, pois
nossos resultados mostraram aumento na secre¢cdo de TNF-o para todos os acidos
graxos saturados testados, porém sé encontramos aumento de secre¢do de S100B nos
astrdcitos incubados com o &cido palmitico. Isso demonstra que o astrdcito pode estar
tendo uma resposta inflamatoria, secretando citocinas, sem, necessariamente, ter um

aumento de proteinas que caracterizam sua ativacdo (como a S100B e a GFAP).

Os receptores TLR4 e RAGE e a enzima COX-2 estdo associados a resposta
inflamatoria central, além disso o RAGE também liga a proteina S100B. Mesmo que
tenhamos observado um aumento da liberacdo de TNF-a, ndo foi observado aumento na
expressdo de TLR4, RAGE ou COX-2. Um fato relevante de ser destacado € que a
secrecdo de TNF-o aumentou independentemente do aumento da expressdo dessas

proteinas. Para as celulas incubadas com &cido miristico, observamos uma tendéncia a
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aumento na expressdo de RAGE. Esse parece ser um comportamento exclusivo do acido
miristico, o qual pode ser devido a sua cadeia carbdnica ser a menor quando comparada
aos outros acidos graxos saturados testados, o que poderia facilitar sua circulacdo e acao
na célula. Um trabalho em cultura de astrdcitos de ratos Sprague-Dawley mostrou que o
acido palmitico na concentra¢do de 100 uM incubado por 24 horas causava aumento na
secrecdo de TNF-a ou IL-6, porém esse aumento ndo era verificado quando em
presenca de inibidores de TLR4 (GUPTA et al., 2012), o que poderia indicar uma
dependéncia do TLR4 para a secrecdo dessas citocinas nos astrocitos. E interessante
observarmos que aumento de expressdo é diferente de aumento de atividade. Essas
enzimas ou receptores podem estar mais ativos, sem obrigatoriamente terem sua

expresséo aumentada.

Alguns trabalhos mostram que a concentracdo de acidos graxos saturados
necessaria para ativar o TLR4 excede 100 puM em sistemas de cultura celular
(SNODGRASS et al., 2013, HWANG; KIM; LEE, 2016, ROCHA et al., 2016). Dessa
forma, ndo podemos descartar que, em concentracBes superiores as utilizadas nesse
trabalho, poderiamos observar também um aumento da expressdo proteica desse
receptor. Um trabalho utilizando linhagem de macréfagos acidos graxos saturados, e
ndo os insaturados, incubados por 11 horas na concentragdo de 75 uM sé@o capazes de
ativar a COX-2 (LEE et al., 2001), mostrando que os macr6fagos podem ter uma
sensibilidade maior aos acidos graxos saturados em relacdo as astrocitos, e terem assim

uma resposta mais ativa na inflamagé&o.

Analisando os resultados obtidos, observamos poucas alteragdes significativas
estatisticamente nos parametros medidos. 1sso pode ter ocorrido devido a concentragdo

de acidos graxos que foi utilizada, um pouco menor que a utilizada pela maioria dos
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estudos. Nos escolhemos essa concentragdo com o intuito de verificar os efeitos dessas
substancias em menores concentracGes, que poderiam ser atingidas mais comumente em
condicdes fisioldgicas. Outra limitacdo pode ter sido o tempo de incubacdo de 24 horas.
Talvez em um tempo maior de exposicdo aos acidos graxos, tivéssemos obtido mais
resposta dos astrocitos. Além disso, os astrocitos podem ndo ser as células mais
atingidas em um aumento nas concentragdes dos acidos graxos, outros tipos celulares,
como 0s neurdnios, podem ser mais sensiveis. Os astrdcitos sdo células de metabolismo
complexo e talvez por isso tenham maior capacidade para se adaptarem em condig¢oes

adversas.
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6. Conclusdes

Nossos resultados reforcam os dados de que acidos graxos saturados causam
aumento na liberacdo de citocinas e podem contribuir para o processo neuroinflamatorio
encontrado em condi¢Oes de aumento na permeabilidade da BHE. Diferentemente dos
acidos graxos poli-insaturados que ndo parecem causar inflamacdo. Além disso,
verificamos que nem toda inflamacéo desencadeia aumento na secre¢do de S100B, visto
que s6 tivemos esse comportamento para o acido palmitico. Nossos resultados também
sugerem o potencial terapéutico do &cido linoleico, que poderia desencadear adaptacdes
nos astrocitos, especialmente aumentando a atividade da GS, com possiveis beneficios
para pacientes acometidos por patologias que envolvam a excitotoxicidade
glutamatérgica. No entanto, mais estudos sdo necessarios para que se possa confirmar

essa hipotese.

41



7. Perspectivas

Incubacdo cronica dos os acidos graxos nos astrocitos (48 horas ou mais)

e verificar parametros de funcdo astrocitica e inflamatarios;

Tratamento in  vivo, com injecao intraperitoneal ou
intracerebroventricular dos &cidos graxos em ratos para verificar

parametros inflamatorios centrais e periféricos;

Incubacdo dos acidos graxos em cultura de neurbnio e microglia para

verificar pardmetros inflamatorios;

Incubacdo dos acidos graxos em cultura mista de neurénios e células da

glia e analisar parametros inflamatdrios.
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