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RESUMO  

A obesidade é uma doença caracterizada pela produção excessiva de 

mediadores pró-inflamatórios, o que afeta o encéfalo e gera neuroinflamação. Entre 

uma série de suplementos comerciais que possuem propriedades 

imunomoduladoras conhecidas, podemos destacar o zinco (Zn) e os aminoácidos 

de cadeia ramificada (BCAA). Dessa forma, o objetivo do presente estudo é avaliar 

se 4 semanas de suplementação com Zn ou BCAA podem alterar os parâmetros 

neurofuncionais e neuroinflamatórios em ratos obesos. Para tanto, 36 ratos Wistar 

machos foram dividos nos seguintes grupos: dieta padrão (SD, do inglês standard 

diet); SD + BCAA; SD + Zn; dieta hiperlipídica e hipercalórica (HFD, do inglês high-

fat diet); HFD + BCAA; HFD + Zn (n = 6/grupo). A dieta foi administrada por 20 

semanas e a suplementação com BCAA (750mg/kg/dia) ou Zn (1,2 mg/kg) foi 

realizada por gavagem a partir da 16ª semana. O projeto foi aprovado pela 

CEUA/UFCSPA (536/17). A memória declarativa de longa duração foi avaliada por 

meio do teste de reconhecimento de objetos (IR). Os parâmetros neuroinflamatórios 

foram analisados pela expressão gênica  das citocinas IL-6 e TNF-a e também por 

imuno-histoquímica para GFAP, a partir da qual foram mensurados o número de 

astrócitos e sua morfologia (método de Sholl). Os resultados (média ± EPM) foram 

analisados por ANOVA de duas vias seguida por teste de Bonferroni, (valores de 

p<0,05 considerados como significantes). Os resultados indicam que houve 

interação entre dieta e suplementação (Zn e BCAA) no índice de reconhecimento 

de objetos, porém, apenas a suplementação de Zn foi capaz de reverter o 

comprometimento de memória causado pela obesidade. Não foram encontradas 

diferenças na expressão do gene da IL-6 no córtex cerebral e no hipocampo. A 

expressão gênica do TNF-a no hipocampo aumentou em ratos obesos e nenhum 

dos tratamentos modificou esse parâmetro. Houve também uma redução do 

número de células GFAP+ no córtex cerebral após a HFD, sem efeito significativo 

de nenhuma das suplementações. No hipocampo, o giro denteado e a área CA1 

mostraram uma diminuição nas células GFAP+ em ratos alimentados com HFD 

após suplementação com Zn ou BCAA. A análise de Sholl mostrou que a HFD 

diminuiu o número de ramificações primárias, o comprimento total das ramificações 



 

mais longas e o número total de interseções de processos astrocitários no córtex 

cerebral. Além disso, no giro denteado houve interação no número de interseções 

onde o Zn impediu o aumento do número de interseções após a HFD. Em CA1, 

houve interação no comprimento total das ramificações e o BCAA preveniu a 

diminuição do comprimento das ramificações após a HFD. Sendo assim, podemos 

concluir que a obesidade afeta a memória de reconhecimento de longa duração e 

a suplementação de Zn é capaz de reverter esse efeito. Por outro lado, nenhuma 

das suplementações foi capaz de afetar a expressão de IL-6 e TNF-a no córtex 

cerebral e hipocampo dos animais. Além disso, a reatividade dos astrócitos 

causada pela HFD é área-dependente, sendo o córtex cerebral o mais suscetível. 

Palavras-chave: Obesidade; Neuroinflamação; Astrócitos; Aminoácidos de cadeia 

ramificada; BCAA; Zinco.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 
 

Obesity is characterized by an excessive production of pro-inflammatory 

mediators. In the brain it leads to neuroinflammation. Among a number of 

commercial supplements which have known immunomodulatory properties, we can 

highlight zinc (Zn) and the branched chain amino acids (BCAAs). Therefore, the aim 

of the present study is to evaluate if 4 weeks of Zn or BCAA supplementation can 

affect neurofunctional and neuroinflammatory parameters of obese rats. For this, 36 

male Wistar rats were divided into the following groups: standard diet (SD); SD + 

BCAA; SD + Zn; hyperlipidic and hypercaloric diet (HFD); HFD + BCAA; HFD + Zn 

(n = 6 / group). The diet was administered for 20 weeks and the supplementation 

with BCAA (750mg / kg / day) or Zn (1.2 mg / kg) was performed by gavage from 

the 16th week. The project was approved by CEUA / UFCSPA (536/17). The long-

term declarative memory was evaluated using the object recognition test (RI). The 

neuroinflammatory parameters were analyzed through IL-6 and TNF-a cytokines 

gene expression and also by immunohistochemistry for GFAP, from which the 

number of astrocytes and their morphology (Sholl method) were measured. The 

results (mean ± SEM) were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni 

test (p<0.05 was considered significant). The results indicate that there was 

interaction between diet and supplementation (Zn and BCAA) in the object 

recognition index, and only Zn supplementation was able to reverse the memory 

impairment caused by obesity. No differences were found in IL-6 gene expression 

in the cerebral cortex and hippocampus. On the other hand, TNF-a gene expression 

was increased in the hippocampus following HFD, and none of the treatments were 

able to reverse it. There was also a decrease in the number of GFAP + cells in the 

cerebral cortex of obese rats, with no significant effect of any of the 

supplementations. In the hippocampus, the dentate gyrus and CA1 area showed a 

decrease in GFAP+ cells in HFD-fed rats after supplementation with Zn or BCAA. 

The Sholl analysis showed that HFD decreased the number of primary ramifications, 

total length of the longest ramifications, and the total number of astrocyte processes 

intersections in the cerebral cortex. In addition, in the dentate gyrus there was an 

interaction in the number of intersections, where Zn prevented the increase of the 



 

number of intersections after HFD. In CA1 area, there was interaction in the total 

length of the longest ramifications, where BCAA prevented the length reduction 

following the HFD. Thus, we can conclude that obesity affects long-term recognition 

memory and Zn supplementation is capable of reversing it. None of the 

supplementations were able to affect the expression of IL-6 and TNF-a in the cortex 

and hippocampus of the animals. Also, the reactivity of astrocytes caused by HFD 

is area-dependent, being the cerebral cortex most susceptible. 

 

Palavras-chave: Obesity; Neuroinflammation; Astrocytes; Branched-chain amino 

acids; BCAA; Zinc
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1 Obesidade  

 

A obesidade pode ser definida como um índice de massa corporal (IMC) 

maior ou igual a 30kg/m2 (IMC	 = 	 &'()
*+,-./0

), o que caracteriza um acúmulo anormal 

ou excessivo de gordura corporal (Kopelman, 2000). Essa doença é apontada 

pela Organização Mundial da Saúde como um dos maiores problemas de saúde 

pública no mundo (James, 2008). No Brasil, dados da Vigitel indicam que entre 

2006 e 2016 o número de indivíduos obesos cresceu 60%. Em 2016, 18,9% dos 

brasileiros já eram considerados obesos e mais de 50% da população 

apresentava excesso de peso (IMC ≥ 25kg/m2) (Vigitel, 2016). A epidemia global 

de obesidade resulta de fatores genéticos e ambientais. Dos fatores ambientais, 

as mudanças na dieta e no estilo de vida na sociedade moderna causam um 

aumento do acesso a alimentos com baixo teor nutricional e alto teor energético, 

além da diminuição dos níveis de atividade física (Kopelman, 2000; Cordain et 

al., 2005; Malik et al., 2013). Dessa forma, o alto consumo e baixo gasto 

energético levam a uma excessiva oferta de nutrientes que acabam sendo 

estocados no tecido adiposo (Reilly e Saltiel, 2017).  

Sabe-se que o tecido adiposo é fundamental no controle da homeostase 

energética. Os adipócitos são células especializadas no armazenamento de 

lipídeos e possuem todo a maquinaria celular necessária para sintetizar ácidos 

graxos (lipogênese) quando existe grande oferta de energia, e para mobilizá-los 

quando existe déficit calórico (lipólise) (Fonseca-Alaniz et al., 2006). Além 

desses, outros tipos de células estão presentes no tecido adiposo, como 

fibroblastos, células vasculares e células do sistema imunológico.  

Mais do que armazenar energia, o tecido adiposo funciona também 

como um órgão metabólico que é capaz de secretar hormônios e outras 

proteínas, e com isso regular a ação de diversos tecidos (Ouchi et al., 2011). As 

substâncias secretadas nessa região são conhecidas como adipocinas e sua 

liberação é profundamente alterada quando a obesidade se instala. São 

exemplos de adipocinas relacionadas com a homeostase energética e 
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inflamatória a leptina, a adiponectina, a Interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose 

tumoral (TNF-a) (Ouchi et al., 2011; Reilly e Saltiel, 2017).   

Na obesidade, devido a crescente oferta de nutrientes, ocorre um 

aumento na necessidade de estocar lipídeos e consequentemente um aumento 

no número e na quantidade de adipócitos. Essa expansão acelerada dos 

adipócitos gera estresse celular, o que acaba desencadeando o processo 

inflamatório (Reilly e Saltiel, 2017). O estopim para o início do processo 

inflamatório não está bem estabelecido, porém alguns estudos tem indicado que 

o mecanismo pode estar relacionado à sinalização de origem intestinal, como os 

lipopolissacarídeos derivados das bactérias gram-negativas; os componentes da 

dieta, como os ácidos graxos livres que são conhecidos por promoverem 

inflamação;  ou ainda por outros metabólitos (Reilly e Saltiel, 2017).  

O tecido adiposo naturalmente contém células do sistema imunológico, 

que são responsáveis pela vigilância, coordenação e manutenção do sistema. 

No entanto, ao contrário do que ocorre no tecido saudável, o tecido obeso 

apresenta um infiltrado de células imunológicas com perfil pró-inflamatório 

(Ouchi et al., 2011). Dessas, os macrófagos passam por uma mudança 

fenotípica importante, saindo do seu estado M2 (anti-inflamatório) e se tornando 

macrófagos pró-inflamatórios (M1) que secretam citocinas como a Interleucina 

1b (IL1b), IL-6 e o TNF-a. A combinação do aumento do número de macrófagos, 

causado pela infiltração do tecido, e sua mudança para o estado M1  é uma 

característica importante da inflamação do tecido adiposo que acompanha a 

obesidade (Figura 1) (Ouchi et al., 2011; Ellulu et al., 2017).  

Classicamente, a inflamação é caracterizada por calor, rubor, edema, 

dor e perda de função e é um processo natural que auxilia na resolução de 

processos de agressão tecidual. No entanto, as alterações na liberação de 

fatores pró-inflamatórios causada pela obesidade leva a um estado inflamatório 

crônico e de baixo grau conhecido como meta-inflamação ou inflamação 

metabólica (Gregor e Hotamisligil, 2011; Ouchi et al., 2011). As alterações 

metabólicas e inflamatórias causadas pela obesidade estão relacionadas com 

um aumento no risco de desenvolvimento de outras doenças sistêmicas como o 

diabetes mellitus, dislipidemias e hipertensão (Gregor e Hotamisligil, 2011; Ellulu 
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et al., 2017). Além disso, o sistema nervoso central (SNC) também sofre com as 

consequências da obesidade. Os mediadores pró-inflamatórios liberados pelo 

tecido adiposo são capazes de atravessar a barreira hematoencefálica e 

desencadear um estado de neuroinflamação, que predispõe ao aparecimento de 

outras doenças como depressão, Parkinson e Alzheimer (Tucsek et al., 2014). 

 

Figura 1. A meta-inflamação derivada da obesidade. A inflamação metabólica 
relacionada à obesidade tem início com a hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo 
devido ao excesso de nutrientes e a crescente necessidade de estocar lipídeos, o que 
acaba gerando estresse celular. Dessa forma, o tecido perde a capacidade de 
manutenção da homeostase e começa a apresentar características pró-inflamatórias, 
como a infiltração de macrófagos M1 e a secreção de IL-6 e TNF-a. Essas citocinas 
entram na corrente sanguínea e são capazes de alcançar diversos tecidos, entre eles o 
sistema nervoso central (FONTE: Ouchi et al., 2011).     
 

1.2 Neuroinflamação 

 

Um dos primeiros eventos ocasionados pela obesidade no SNC é a 

alteração da integridade da barreira hematoencefálica (Rhea et al., 2017). As 

citocinas pró-inflamatórias secretadas pelo tecido adiposo periférico se difundem 

através do sangue e chegam à microcirculação cerebral, onde irão causar, entre 

outros, estresse oxidativo, disfunções dos pericitos e alterações nas junções 

oclusivas, e, dessa forma, alterar a função das células endoteliais cerebrais 

(Tucsek et al., 2014; Van Dyken e Lacoste, 2018). Essas alterações estruturais 

aumentam a permeabilidade da barreira ocasionando extravasamento de 

leucócitos, a expressão gênica dos astrócitos se modifica e a microglia se torna 
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ativada, levando a um aumento da liberação de fatores pró-inflamatórios locais, 

o que configura o início do quadro de neuroinflamação (Van Dyken e Lacoste, 

2018).  

Estudos utilizando ressonância magnética demonstram que o córtex 

cerebral de indivíduos obesos apresenta um volume total menor do que o de 

indivíduos saudáveis, e mais, que algumas áreas são mais acometidas do que 

outras pelos efeitos da doença (Raji et al., 2010). Essas alterações estruturais 

indicam que a obesidade causa atrofia de diversas estruturas cerebrais, entre as 

áreas mais afetadas podemos destacar o hipotálamo, o hipocampo e o córtex 

pré-frontal (CPF).  

O hipotálamo tem sido bastante estudado por ser uma das primeiras 

regiões afetadas pela obesidade e por sua função no controle da fome, 

saciedade e homeostase energética (Buckman et al., 2013). Essa região 

apresenta neurônios capazes de reconhecer hormônios provenientes do plasma, 

como a insulina e a leptina, e responder de forma a estimular ou inibir o apetite. 

Nesse sentido, uma vez que o hipotálamo é afetado pelos efeitos deletérios da 

obesidade, essa estrutura perde a capacidade de manutenção da sua função e 

acaba contribuindo para a perpetuação da doença. Nos últimos anos, no entanto, 

o efeito da obesidade vem sendo estudado também em outras áreas do SNC. 

Entre elas, as principais áreas afetadas pela obesidade no que tange as funções 

cognitivas são o CPF e o hipocampo (Francis e Stevenson, 2013; Hargrave et 

al., 2016; Guillemot-Legris e Muccioli, 2017; Lowe et al., 2019). 

Os processos cognitivos afetados por dietas hipercalóricas são 

principalmente a memória, a atenção e o controle inibitório, esses processos são 

predominantemente orquestrados pelo CPF e pelo hipocampo (Francis e 

Stevenson, 2013). O CPF está relacionado, entre outros, na tomada de decisões, 

planejamento e regulação de comportamentos. Sendo assim, o CPF 

desempenha um papel importante na vulnerabilidade de um individuo à 

obesidade, visto que a preferência natural dos seres humanos é por alimentos 

ricos em açúcar e gordura e a capacidade de ignorar ou inibir os estímulos 

alimentares resulta de uma regulação comportamental proveniente dessa região 

(Lowe et al., 2019). Já o hipocampo, que pode ser dividido em CA1, CA2, CA3 e 
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giro denteado, também apresenta receptores para leptina e insulina, dessa 

forma, também tem sido relacionado com o controle de ingesta alimentar 

(Hargrave et al., 2016). Além disso, essa região é primordial no processamento 

das memórias de curta e longa duração, na memoria espacial, e ainda diferentes 

memórias não espaciais, além do processo de tomada de decisão (Hargrave et 

al., 2016; Guillemot-Legris e Muccioli, 2017).  

O hipocampo desempenha um papel crítico na formação da memória, 

constituindo uma estrutura espaço-temporal na qual os vários componentes 

sensoriais, emocionais e cognitivos de uma experiência estão unidos. Essa 

estrutura permite que a experiência seja armazenada de modo que possa ser 

posteriormente recuperada como uma lembrança consciente (Broadbent et al., 

2010; Hargrave et al., 2016; Guillemot-Legris e Muccioli, 2017). 

A neuroinflamação causada pela obesidade afeta a capacidades de 

certas regiões corticais de realizar suas funções (Nguyen et al., 2014; Guillemot-

Legris et al., 2016). Entre as células da glia que participam do processo de 

neuroinflamação podemos ressaltar o papel dos astrócitos e da microglia (Figura 

2) (Martin-Jimenez et al., 2017; Cope et al., 2018). 

 A microglia é considerada a primeira e principal forma de defesa 

imunológica do SNC (Guillemot-Legris et al., 2016; Gzielo et al., 2017; Cope et 

al., 2018). Em condições fisiológicas, a microglia usualmente permanece em um 

"estado de repouso" e apresenta uma morfologia ramificada, onde suas 

arborizações se movem, e são frequentemente reconstruídas (Davalos et al., 

2005; Nimmerjahn et al., 2005), esta característica permite que as células atuem 

em todo o ambiente do SNC – estima-se que todo o parênquima cerebral poderia 

ser monitorado em poucas horas (Davalos et al., 2005; Hanisch e Kettenmann, 

2007). Quando uma lesão é identificada, as células microgliais respondem 

tornando-se ativadas e adotam uma morfologia ameboide (Hanisch e 

Kettenmann, 2007). Entre o estado de repouso (ou ramificado) até a ativação da 

microglia (ou estado ameboide), as células passam por uma profunda 

transformação morfológica e funcional, onde a microglia se modifica de uma 

célula "vigilante" para uma célula fagocítica (Hanisch e Kettenmann, 2007; 

Aguzzi et al., 2013; Cope et al., 2018). A fagocitose desempenha um papel 
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importante na resposta imunológica, sendo a principal forma de destruição e 

remoção de patógenos invasores. De uma forma geral, as células da microglia 

reconhecem e se tornam ativadas graças a dois principais aspectos, são eles: a 

manifestação inesperada de fatores estranhos ao ambiente do SNC; e a 

manifestação de fatores típicos do SNC em condições ou quantidades anormais 

(Hanisch e Kettenmann, 2007; Aguzzi et al., 2013). Em outras palavras, a 

microglia pode identificar e responder a sinais "conhecidos" ou "desconhecidos" 

de desequilíbrio. É valido salientar que as características de ativação da 

microglia/inflamação podem contrastar em diferentes locais do SNC. A 

importância da ativação microglial em condições fisiológicas é clara, uma vez 

que é fundamental para a preservação da homeostase no SNC, no entanto, a 

ativação exagerada da microglia pode levar a consequências neurotóxicas, 

como a liberação anormal de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico (NO), 

que podem agravar o dano neuronal (Kim e De Vellis, 2005). 

Para a compreensão do papel da microglia em condições patológicas do 

SNC é importante caracterizar os fenótipos de células microgliais, os dois 

principais são denominados M1 e M2 (Mosser, 2003; Mantovani et al., 2004). 

Morfologicamente, o fenótipo M1 apresenta uma forma arredondada sem 

processos aparentes, enquanto o fenótipo M2 são mais alongados e apresentam 

processos curtos (Zhang et al., 2014; Kalakh e Mouihate, 2017). Os fenótipos 

apresentam características bastante distintas, as células M1 expressam 

moléculas pró-inflamatórias, como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e 

fator de necrose tumoral (TNF-α), causando neurotoxicidade e podendo levar a 

morte neuronal. Por outro lado, o fenótipo M2 apresenta potencial anti-

inflamatório, sendo caracterizado pela síntese e liberação de citocinas como 

interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformante 

(TGF-β), promovendo o crescimento axonal sem causar a morte neuronal (Kigerl 

et al., 2009; Shechter e Schwartz, 2013; Zhang et al., 2014; Kalakh e Mouihate, 

2017). 

Os astrócitos são as células gliais mais abundantes e constituem 

aproximadamente 30% das células do sistema nervoso central (Liddelow e Barres, 

2017). Os astrócitos são fundamentais para o fornecimento de energia para os 
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neurônios (Belanger et al., 2011); regulação do fluxo de sangue pela barreira 

hematoencefálica (Quaegebeur et al., 2011); controle dos níveis de íons 

extracelulares e neurotransmissores (Danbolt, 2001; Kofuji e Newman, 2004; 

Simard e Nedergaard, 2004) e modulação da atividade sináptica (Perea et al., 2009; 

Halassa e Haydon, 2010; Araque et al., 2014). Além dessas funções, os astrócitos 

também são ativados na resposta inflamatória no SNC. 

Apesar de não serem consideradas células do sistema imunológico, é de 

conhecimento geral que em resposta a situações patológicas, as células 

astrocitárias sofrem uma serie de alterações, como hipertrofia, hiperplasia, e 

aumento da expressão de proteína fibrilar glial ácida (GFAP) (Rossi, 2015). A GFAP 

é comumente utilizada como marcador imuno-histoquímico para identificação de 

astrócitos maduros (Catalani et al., 2002). Além disso, semelhante ao descrito para 

a microglia, quando ativadas, as células astrocitárias também podem apresentar 

dois fenótipos independentes conhecidos como A1 e A2 (Liddelow e Barres, 2017; 

Lee et al., 2019). Os astrócitos A1 apresentam perfil pró-inflamatório e regulam 

positivamente genes que já foram relacionados a destruição de sinapses, sugerindo 

que os astrócitos A1 podem ser nocivos aos neurônios. Por outro lado, os astrócitos 

A2 regulam fatores neurotróficos e promovem a sobrevivência e o crescimento 

neuronal. Dessa forma, os astrócitos A2 teriam funções reparadoras no SNC 

(Liddelow e Barres, 2017). Tanto células da microglia como astrocitárias são 

capazes de responder a mudanças no ambiente do SNC de diversas formas, entre 

elas alterando sua estrutura. Dito isso, o número de células e a morfologia glial tem 

sido estudadas como forma de avaliar as mudanças de função (Davalos et al., 

2005; Buckman et al., 2013; Tomassoni et al., 2013; Gzielo et al., 2017).  Além 

disso, estudos recentes sugerem que as células da microglia, e outras células do 

sistema imune infiltradas no SNC, poderiam modificar a resposta astrocitária à 

lesão (Liddelow e Barres, 2017; Liddelow et al., 2017). Sendo assim, a interação 

coordenada dessas células é necessária para a resolução  e regulação da resposta 

inflamatória.  

Tendo em vista os efeitos deletérios da obesidade, principalmente no SNC, 

existe uma crescente necessidade de encontrar alterativas que possam tratar ou 

prevenir essas perdas sem os efeitos adversos observados em outras terapêuticas. 
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Sendo a obesidade uma doença com perfil inflamatório, a busca por tratamentos 

que visem modular esse aspecto é essencial. Dito isso, os aminoácidos de cadeia 

ramificada (BCAA, do inglês branched chain amino acids) e o zinco (Zn) surgem 

como opções viáveis devido as suas capacidades imunomoduladoras.  

 

Figura 2. Neuroinflamação, obesidade e o papel das células da glia. Os elementos pró-
inflamatórios originados no tecido adiposo obeso são capazes de atravessar a barreira 
hematoencefálica e atingir o sistema nervosos central. No sistema nervoso central, 
diversas células serão ativadas, nesse sentido, podemos enfatizar o papel da microglia e 
dos astrócitos, principais células responsáveis pela resposta imunológica cortical. A 
ativação dessas células acabam gerando um aumento local de elementos pró-inflamatórios 
que em excesso irão causar dano neuronal e predispor o aparecimento de diversas 
doenças neurológicas como a depressão, Parkinson e o Alzheimer (FONTE: Morales et al., 
2014) 
 

1.3 Aminoácidos de cadeia ramificada 

 

Aminoácidos são moléculas orgânicas fundamentais para a síntese de 

proteínas. Essas moléculas apresentam um carbono saturado que apresenta 

uma ligação com um átomo de hidrogênio, um grupamento amino, um 

grupamento ácido e um radical orgânico variável (que determina a identidade de 

um aminoácido especifico). O corpo humano utiliza 20 diferentes aminoácidos, 

que podem ser divididos de forma simplificada entre aminoácidos essenciais, 

que precisam ser adquiridos através da dieta, e aminoácidos não essenciais, que 
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são sintetizados pelo organismo. Entre os aminoácidos essenciais, podemos 

chamar a atenção para os aminoácidos de cadeia ramificada: valina, leucina e 

isoleucina. O BCAA é substratos para a síntese de compostos nitrogenados, 

além de servir como moléculas sinalizadoras capazes de regular o metabolismo 

da síntese de glicose, lipídios e proteínas (Nie et al., 2018). Além disso, o BCAA 

também tem sido estudado por seus efeitos na modulação do sistema 

imunológico (Rosa et al., 2016; Batatinha et al., 2019).  

Ao contrário da maioria dos aminoácidos, apenas uma pequena fração 

de BCAA é metabolizado pelo fígado, e a maior parte alcança estruturas 

importantes como músculo, tecido adiposo e o encéfalo através do sistema 

circulatório. Cerca de 10% do BCAA ingerido atravessa a barreira 

hematoencefálica (De Simone et al., 2013). O transporte do BCAA pela barreira 

hematoencefálica ocorre através de um transportador de aminoácidos (Hawkins 

et al., 2006) isso significa que quando as taxas de BCAA aumentam, esses 

aminoácidos passam a competir com outros aminoácidos como o triptofano, 

(precursor de serotonina), tirosina e fenilalanina (precursores de catecolaminas), 

causando uma diminuição no transporte dessas substâncias. Dessa forma, 

podemos inferir que o aumento do BCAA no sangue causa uma diminuição da 

síntese e liberação de serotonina e catecolaminas no encéfalo (Fernstrom e 

Fernstrom, 2007). No entanto, uma vez no encéfalo, o BCAA irá participar direta 

ou indiretamente na síntese de neurotransmissores e na manutenção do balanço 

de nitrogênio no ciclo do glutamato-glutamina entre astrócitos e neurônios (De 

Simone et al., 2013). Assim, sabe-se que o BCAA é essencial para a manutenção 

da homeostase no sistema nervoso central. 

A suplementação do BCAA tem sido utilizada com diversos objetivos, 

entre eles como tratamento para doenças com perfil pró-inflamatório. Evidências 

sugerem que a falta de BCAA na dieta prejudica a resposta imunológica e 

aumenta a vulnerabilidade do organismo a certas doenças (Zhang et al., 2017) 

e que a suplementação oral de BCAA melhora a resposta fagocitária dos 

neutrófilos e a atividade dos linfócitos em pacientes com cirrose hepática 

(Nakamura, 2014). Entre os aminoácidos que compõe o BCAA, a isoleucina é 

incorporada majoritariamente pelos linfócitos, seguidos pelos eosinófilos e 
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neutrófilos, sendo capaz de regular a imunidade inata e adaptativa (Gu et al., 

2019); Já a leucina, regula o sistema imunológico através da via de sinalização 

mTOR, promovendo a diferenciação e ativação de linfócitos e células 

apresentadoras de antígeno (Powell et al., 2012; Soliman, 2013). Finalmente, 

alguns estudos apontam que a valina é capaz de melhorar a função das células 

dendríticas de pacientes cirróticos (Kakazu et al., 2007). Outros benefícios da 

suplementação de BCAA incluem a regulação do peso corporal, melhora na 

síntese de proteínas musculares e auxilio na manutenção da homeostase da 

glicose (Bifari e Nisoli, 2017). 

Uma alteração característica causada pela obesidade é a elevação dos 

níveis sanguíneos de leucina, valina e isoleucina (Adams, 2011). Estudos têm 

associado o aumento dos níveis de BCAA sanguíneo com o aumento do risco 

de desenvolvimento de diabetes e doenças cardiovasculares (Wang et al., 2011; 

Yang et al., 2014). O mecanismo gerador do aumento nos níveis de BCAA em 

indivíduos obesos não é completamente compreendido. Pietiläinen et al. (2008), 

verificaram que gêmeos homozigóticos, discordantes para obesidade, 

apresentam diferentes níveis de catabolismo mitocondrial do BCAA no tecido 

adiposo, indicando redução no mecanismo de catabolismo desses aminoácidos 

em indivíduos obesos (Pietilainen et al., 2008). Um dos fatores que poderia 

explicar essa diminuição do catabolismo é a queda na concentração das 

proteínas BCATm e BCKD E1α (envolvidas nas duas primeiras etapas 

enzimáticas do catabolismo do BCAA) que ocorre em situações de sobrepeso 

(She et al., 2007). Em contraste com essa informação, um estudo de 2008 

utilizou a suplementação de BCAA por 10 semanas em ratos obesos com 

diabetes tipo II e verificou um aumento nos níveis de enzimas do complexo α-

cetoácido de cadeia ramificada (BCKDH) (importante na regulação no 

catabolismo do BCAA), indicando que a suplementação do BCAA auxilia no 

aumento do catabolismo do próprio BCAA pelo fígado (Kuzuya et al., 2008).  

Em relação ao sistema nervoso central, camundongos alimentados com 

dieta enriquecida com BCAA apresentam hiperexcitabilidade dos neurônios 

corticais. O excesso de BCAA poderia causar um excesso de glutamato, 

causando uma estimulação excessiva do receptor NMDA, principal receptor do 
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sistema glutamatérgico, e iniciar um processo neurotóxico, relacionado com a 

morte de células neuronais (Contrusciere et al., 2010). Curiosamente, a 

neurotoxicidade é área dependente, não sendo detectada em neurônios do 

hipocampo (Contrusciere et al., 2010). O aumento dos níveis de BCAA também 

tem sido associado com alterações da expressão fenotípica da microglia, que 

apresenta uma inclinação parcial em direção ao estado M2 (anti-inflamatório), 

com expressão de IL-10 e atividade fagocítica aumentada, mas também com um 

aumento na geração de radicais livres e diminuição das funções neuroprotetoras 

(De Simone et al., 2013).  

Essa dualidade encontrada na literatura sobre os efeitos do BCAA no 

organismo, principalmente no SNC, evidenciam a necessidade de novas 

pesquisas sobre os potenciais efeitos desses aminoácidos. 

 

1.4 Zinco 

 

O zinco (Zn) é um micronutriente essencial e o segundo elemento traço 

mais abundante no corpo humano, ficando atrás apenas do ferro. O Zn dietético é 

absorvido nos enterócitos do intestino delgado proximal e posteriormente 

distribuído para os tecidos, o transporte desse micronutriente é feito principalmente 

ligado à albumina (proteína sérica com grande afinidade por metais). Visto que o 

corpo humano não apresenta uma reserva especializada de Zn, a ingesta diária 

desse metal é necessária (Bonaventura et al., 2015). Sua deficiência pode causar 

alterações fisiológicas como danos oxidativos, alterações do sistema imunológico 

e danos neurológicos (Frederickson et al., 2005; Hagmeyer et al., 2014; 

Livingstone, 2015). 

A maior parte do Zn se encontra no ambiente intracelular, onde ele se 

apresenta como componente estrutural de diversas metaloenzimas e 

metaloproteínas, incluindo anidrase carbônica, fosfatase alcalina, álcool 

desidrogenase, DNA polimerase, fator de alongamento da cadeia proteica e cobre-

zinco superóxido dismutase. O Zn está envolvido no mecanismo de transcrição de 

genes, sinalização celular, liberação de hormônios e apoptose celular. Cerca de 

3.000 fatores de transcrição contêm Zn e várias das enzimas relacionadas ao Zn 
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são necessárias para o metabolismo de carboidratos, gordura e proteínas, além da 

remoção de espécies reativas de oxigênio (Livingstone, 2015). Dessa forma, 

podemos afirmar que o Zn é essencial para a manutenção da homeostase corporal.  

A deficiência de Zn pode atingir diferentes células do sistema imunológico, 

afetando tanto o sistema imunológico inato como o adaptativo (Bonaventura et al., 

2015). Na falta desse micronutriente, ocorre uma perda da capacidade de 

fagocitose das células polimorfonucleares, uma redução da produção de NAPDH 

oxidase e consequente redução da produção de espécies reativas de oxigênio, o 

que diminui a capacidade de neutralização de patógenos. Além disso, a privação 

de Zn causa diminuição da adesão de monócitos, bem como redução da maturação 

de macrófagos, das células natural killers e das células dendríticas. A deficiência 

de Zn causa atrofia tímica com subsequente diminuição do número e da 

diferenciação de células T. A produção de citocinas também é modificada pela 

deficiência de Zn (Bonaventura et al., 2015).  

Na obesidade, ocorre uma diminuição das concentrações séricas de Zn. 

Indivíduos obesos com baixo consumo de Zn na dieta apresentam um pior estado 

inflamatório, além de perfil lipídico alterado e aumento da produção de insulina, 

também apresentam menor capacidade de responder ao dano oxidativo e a 

inflamação, levando a uma piora dos sintomas já existentes na obesidade 

(Costarelli et al., 2010).  Nesse sentido, estudos têm utilizado o Zn como 

suplemento por sua capacidade de estimular a secreção de insulina e aumentar a 

sensibilidade dos indivíduos a esse hormônio (Cruz et al., 2017). Um dos possíveis 

mecanismos que explicam essa relação entre Zn e obesidade é que o excesso de 

tecido adiposo pode causar uma redução da expressão gênica e da secreção de 

zinco-α2-glicoproteína (ZAG), uma adipocina com atividade anti-inflamatória e 

mobilizadora de lipídios. O Zn é capaz de estimular a função da ZAG, visto que 

essa adipocina possui sítios de ligação para o metal (Severo et al., 2019). Por outro 

lado, poucos são os estudos que avaliam o papel no Zn no SNC de obesos.  

Como o cálcio, o Zn pode agir no SNC tanto como um neuromodulador 

essencial quanto como uma potente neurotoxina, dependendo da sua 

concentração intracelular. De forma geral, o Zn atua de duas formas diferentes, 

como um neurotransmissor ou como segundo mensageiro (Yamasaki et al., 2007; 
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Fukada et al., 2011). Como neurotransmissor, o Zn é armazenado em vesículas 

sinápticas e liberado por exocitose após estimulação pré-sináptica, e então acessa 

as células vizinhas ao se ligar a receptores de membrana, através de canais 

proteicos ou pela ação de transportadores (Bonaventura et al., 2015). Como 

segundo mensageiro, a sinalização do Zn é ativada quando estímulos 

extracelulares, como citocinas ou fatores de crescimento, aumentam os níveis de 

óxido nítrico (NO), estimulando  a liberação de Zn2+. Além disso, o Zn também é 

capaz de afetar a excitabilidade do cérebro através da modulação do glutamato, e 

é importante na plasticidade sináptica (Frederickson et al., 2005). Neurônios que 

contêm Zn podem ser encontrados em diversas regiões do encéfalo, no entanto, 

os neurônios do hipocampo são aqueles que apresentam uma maior concentração 

desse metal (Frederickson et al., 2005). No hipocampo, o Zn, através da ação do 

transportador de zinco-3 (ZnT3), regula a formação de memória, atuando pela via 

da cinase regulada por sinais extracelulares (ERK)1/2 (Sindreu et al., 2011). 

Animais knock-out para ZnT3 apresentaram memória de medo prejudicada, além 

de declínio na memória espacial. Tendo em vista os efeitos deletérios da obesidade 

e o potencial terapêutico do Zn, mais estudos que analisem os efeitos desse metal 

no SNC são necessários. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

A obesidade caracteriza-se por um estado inflamatório crônico de baixo 

grau que repercute no SNC, gerando um quadro de neuroinflamação. Sabe-se que 

este perfil pró-inflamatório está relacionado com um aumento na suscetibilidade a 

doenças como depressão, Parkinson e Alzheimer. Com o crescente número de 

obesos na população brasileira e mundial, é de grande interesse a busca por 

possibilidades terapêuticas que minimizem os impactos da neuroinflamação 

associada à obesidade. Assim, o estudo da suplementação de agentes com 

potencial imunomodulador torna-se altamente relevante. Sabe-se dos efeitos 

positivos da administração de Zn e BCAA em relação a parâmetros imunológicos, 

contudo os estudos que envolvem o SNC ainda são limitados e evidenciam a 

necessidade de novas pesquisas na área.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar os efeitos do BCAA e do Zn sobre marcadores neurofuncionais e 

neuroinflamatórios em ratos Wistar. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

I. Avaliar se a dieta hiperlipídica e hipercalórica associada à suplementação 

de BCAA ou Zn interfere na memória dos animais estudados; 

 

II. Determinar se a dieta hiperlipídica e hipercalórica associada à 

suplementação de BCAA ou Zn modifica a expressão gênica das citocinas 

IL-6 e TNF-a no córtex cerebral e no hipocampo dos animais estudados; 

 

III. Verificar se se a dieta hiperlipídica e hipercalórica associada à 

suplementação de BCAA ou Zn afeta o número de células GFAP+ no córtex 

cerebral e no hipocampo dos animais estudados; 

 

IV. Avaliar se a dieta hiperlipídica e hipercalórica associada à suplementação 

de BCAA ou Zn modifica a morfologia de células GFAP+ no córtex cerebral 

e no hipocampo dos animais estudados. 
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Os resultados serão apresentados na forma de artigo cientifico. Assim, o 

artigo a seguir foi redigido conforme as normas de publicação da revista 

Neuroscience (fator de impacto: 3.382), na qual o trabalho será submetido para 
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Abstract 

The excessive production of pro-inflammatory mediators is one of the main 

characteristics of obesity, which affects the brain leading to neuroinflammation. Zinc 

(Zn) and the branched chain amino acids (BCAA) are commercial supplements 

known by their immunomodulatory properties. Thus, the purpose of this study was 

to evaluate if 4 weeks of Zn (1,2 mg/kg/day) or BCAA (750mg/kg/day) 

supplementation can affect neurofunctional and neuroinflammatory parameters of 

obese rats by a high fat diet (HFD). Our results demonstrated that obese rats had a 

worst performance in the object recognition test, which was reversed only by Zn 

supplementation. No differences were found in IL-6 gene expression in cerebral 

cortex and hippocampus; however, TNF-a gene expression in hippocampus was 

increased following HFD. None of the treatments affected the cytokines gene 

expression. The cell counting and the morphological analysis showed that astrocyte 

reactivity caused by HFD is area dependent, being the cerebral cortex more 

susceptible to the diet. In summary, obesity caused neuroinflammation and affected 

the recognition memory. And even though BCAA can affect some morphological 

parameters, only Zn improved memory. Future studies are needed to clarify the 

pathways by which Zn causes memory improvement in obesity. Also, Zn 

supplementation may be a potential target for therapeutic intervention to reduce the 

impact of obesity on the brain. 

 

Key-words: high-fat diet; astrocytes; object recognition test; interleukin-6, tumor 

necrosis factor-α; Sholl circles. 
  



 

INTRODUCTION 

Micronutrients are required by organisms in small quantities to maintain a 

variety of physiological functions and most of them are essential, that is, they need 

to be obtained from the diet (Statovci et al., 2017). Therefore, recently the 

supplementation of minerals and amino acids have been widely used as treatment 

and/or prevention of a range of diseases and conditions, such as non-alcoholic fatty 

liver disease (Eslamparast et al., 2015) and even schizophrenia (Firth et al., 2017).  

The Western diet (WD) is a modern human dietary pattern that is 

characterized by a high intake of fats and sucrose, and an imbalanced consumption 

of micronutrients and fibers (Cordain et al., 2005). WD intake growth in westernized 

societies, and its nutritional characteristics, has been linked with an increase in body 

weight (Bjorntorp, 1996; Caballero, 2007; Statovci et al., 2017). Obesity is a disease 

characterized by an excessive body fat accumulation, and it can leads to a low-level, 

chronic and generalized inflammatory state known as metabolic inflammation 

(Beydoun et al., 2008; Gregor e Hotamisligil, 2011; Ulla et al., 2017). It is caused 

mainly by the overproduction of pro-inflammatory mediators by the adipose tissue. 

The peripheral metabolic changes caused by obesity are related to an increased 

risk of developing other systemic disorders such as diabetes, hypertension and 

cancer (Gregor e Hotamisligil, 2011; Malik et al., 2013).  

The pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-6 (IL-6) and tumor 

necrosis factor (TNF-α), can cross the blood brain barrier (BBB) and reach the brain 

by a saturable transport mechanism (Banks et al., 1994; Pan e Kastin, 2002; Rhea 

et al., 2017). In the brain the glial cells, mainly microglia and astrocytes, respond to 

high levels of cytokines by changing its morphology and becoming activated (Martin-

Jimenez et al., 2017; Cope et al., 2018). Astrocytes are the most abundant type of 

glial cells in the central nervous system (CNS) (Pekny e Pekna, 2014). They are 

essential for the homeostasis of the CNS, being involved in the modulation of neuron 

synaptic activity and in the regulation of the BBB (Rossi, 2015). Also, hypothalamic 

astrocytes have already been linked to the control of energy homeostasis in the 

whole body (Rossi, 2015; Camandola, 2018). The way astrocytes respond to injury 



 

is changing their morphological and molecular profile at different levels; these 

changes spectrum can alter the cell activities through gain and/or loss of function 

(Pekny e Pekna, 2014; Sofroniew, 2014). When glial cells become chronically 

activated, it results in local increase of pro-inflammatory elements which triggers 

neuronal death, which may explain why obesity also have been recently related with 

neurological diseases such as Parkinson's, Alzheimer's and depression (Tucsek et 

al., 2014)  

Among a range of commercial supplements that have known immune 

properties, we can highlight Zinc (Zn) and the branched chain amino acids (BCAA). 

Zn is a mineral of nutritional importance. Its deficiency can cause a series of 

physiological changes such as increase in oxidative stress and NF-kB activation, 

which can result, for instance, in cognitive impairment (Frederickson et al., 2005; 

Prasad, 2013). Zn supplementation has been found to improve blood pressure, 

glucose, and LDL cholesterol serum levels (Olechnowicz et al., 2018). Zn is also 

involved in the regulation of immune cells (Bonaventura et al., 2015). Additionally, 

high body mass index significantly reduces the neuronal expression of zinc 

transporter protein-1 (ZNT1), showing that obesity can alter intracellular Zn 

homeostasis (Olesen et al., 2016).  

BCAA (valine, leucine and isoleucine) are essential amino acids. Evidence 

suggests that low BCAA dietary intake impairs the immune response and increases 

the vulnerability to certain diseases (Zhang et al., 2017). Oral supplementation of 

BCAA improves phagocytic neutrophil response and lymphocyte activity in patients 

with hepatic cirrhosis (Nakamura, 2014). Isoleucine has been used as an option for 

immunotherapy in cases of tuberculosis, since it can increase in the excretion of β-

defensin, a peptide that has antimicrobial activity (Mao et al., 2013). Leucine 

regulates the system through mTOR signalling, promoting the differentiation and 

activation of lymphocytes and antigen cells (Powell et al., 2012; Soliman, 2013) 

Finally, recent studies indicate that valine may be related to the improvement of 

dendritic cells in cirrhotic patients (Kakazu et al., 2007). Other advantages of BCAA 

supplementation include the ability to control body weight, to improve muscular 

protein synthesis and to maintain glucose homeostasis (Bifari e Nisoli, 2017).  



 

Considering that obesity causes a chronic inflammatory state which can 

affect peripheral and CNS structures, and that Zn and BCAA can improve metabolic 

and inflammatory parameters, the present study aimed to evaluate whether 4 weeks 

of Zn or BCAA supplementation can impact on recognition memory and 

neuroinflammatory parameters of obese rats.  

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Animals 

Male Wistar rats (n=36) were used. The animals were from the animal facility 

of the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre (UFCSPA), and had 

free access to standard rat chow and water until the age of 3 months. They were 

kept in plastic cages (2-3 rats per cage) under controlled temperature (22-24°C) and 

light (12 h light/12 h dark cycle) conditions.  

All procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use 

Committee (UFCSPA, Brazil, protocol No. 359/16). All efforts were made to 

minimize animal suffering and to reduce the number of animals used in the 

experiments, which were performed in accordance with the international laws for 

the care of laboratory animals, following the 3Rs guidelines.  

 

Diet and supplementation 

Rats were randomly allocated in one of the 6 experimental groups 

(n=6/group), which were: Standard diet + vehicle (SD); SD+Zn; SD+BCAA; High fat 

diet + vehicle (HFD); HFD+Zn; and HFD+BCAA. Diets were administrated for 19 

weeks. The standard diet groups were feed with Nuvilab® CR-1 standard rat chow, 

with a caloric content of 3.4 kcal/g (63% carbohydrates, 11% lipids, and 26% 

proteins, NUVITAB, Brazil). Animals from the HFD groups were feed with 

Pragsoluções® hight-fat diet, with a caloric content of 4.5 kcal/g (35.7% 



 

carbohydrates, 45.1% lipids, and 19.2% proteins, Pragsoluções Biociências, Brazil), 

and also had free access to a solution containing 42g/L of fructose (55% fructose 

and 45% sucrose) (Synth, Brazil). All animals had access to water ad libidum. 

The supplementation of Zn or BCAA was administered by gavage. Zn and 

BCAA were diluted in water, at the doses of 1,2 mg/kg and 750mg/kg, respectively. 

Animals received Zn or BCAA supplementation daily from the 15th week until the 

end of the experiment. SD and HFD groups received water by gavage for the same 

period.  

 

Recognition memory 

The object recognition test was performed in the last week of diet 

administration. The test is composed of 3 phases, divided in 3 days. First, rats were 

habituated in an acrylic box (40 cm x 40 cm x 20 cm) containing only shavings. 

Twenty-four hours after habituation, the training session was conducted. Training 

session consists on placing the animals individually in the left rear quadrant of the 

box containing two identical objects (A and B), and allowing the animals to freely 

explore the objects for 5 minutes. Finally, the long-term memory retention test was 

performed twenty-four hours after the training session. For the test, one of the 

objects presented during the training session was replaced by a new object ©, and 

each rat was reintroduced into the box having 5 minutes to explore them. The 

exploration time of the familiar and new object was measured. Exploration of an 

object was defined as directing the nose towards the object at a distance less than 

2 cm and/or when the animal touched the object with its nose (Ennaceur e Delacour, 

1988). Finally, the recognition index (RI) was calculated.  

RI=  Time spent exploring the new object © 

Time exploring the familiar object (A) + time exploring the new object (C) 

 

Tissue samples 



 

 After 19 weeks of diet, the animals were fasted for 6 hours and then 

euthanatized using 50 mg/kg of xilasin hydrochloride (Rompum®) and 100 mg/kg of 

ketamine hydrochloride (Ketalar®) for tissue collection. The brain was quickly 

removed and the right and left hemispheres were separated. The right hemisphere 

was put in a fixative solution for histological analyses. The cerebral cortex and the 

hippocampus was dissected from the left hemisphere and quickly frozen in liquid 

nitrogen, as previously described in de Moura et al. (2015) (De Moura et al., 2015).  

 

Imunohistochemistry   

 For immunohistochemistry, the right hemisphere of the brain was fixed in a 

zinc buffer solution (pH 7.4) for 48 h at room temperature. After this period, tissues 

were dehydrated, embedded in paraffin and sectioned (8 μm thick) using a 

microtome. Sections were treated with 3% hydrogen peroxide in 10% methanol for 

30 min, washed in PBS for 30 min and incubated for 30 min in 3% normal goat 

serum in PBS containing 0.4% Triton X-100 (PBS-T). Then, sections were incubated 

for 48 h at 4 °C with a monoclonal anti-GFAP anti-body (Millipore), diluted 1:750. 

Sections were incubated with anti-mouse IgG peroxidase-conjugated secondary 

antibody (Sigma), diluted 1:500 in PBS-T, for 90 min at room temperature. 

Immunoreaction was developed using a solution of 0.06% 3,3′-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (Sigma) and 0.005% hydrogen peroxide in PBS. Sections were 

counterstained with hematoxylin, dehydrated, and covered with Entellan (Merck) 

and coverslips.  

 

Astrocytes counting and morphological analyses 

The images were analyzed using the ImageJ software. Digital images were 

acquired using a digital camera coupled to an Olympus BX-41 microscope using a 

20x objective lens. Three animals per group were analyzed. In nonadjacent 

sections, three randomly selected fields were analyzed in the cortex and two in each 



 

hippocampus regions (CA1 and Dentate Gyrus). All the GFAP + cells of the fields 

were counted.  

Morphologic analysis was performed on 10-15 astrocytes of each animal. 

Three animals per group were analyzed. Images were analyzed using Image Pro 

Plus software. For a general analysis of astrocytic ramification, we used an 

adaptation of Sholl's concentric circles technique (Figure 1)  (Sholl, 1953; Dall'oglio 

et al., 2008). Shortly, the area around each astrocyte was divided in four quadrants, 

two laterals (i.e. right/left) and two central (i.e. superior/inferior). Following, around 

ten virtual circles with 2 μm intervals were drawn around each cell, and the number 

of intersections of astrocytic processes with each virtual circle was quantified in all 

quadrants. To quantify the number of primary ramifications, all the processes 

extending directly from the soma were counted. The longest primary process of the 

central and lateral quadrants were measured by tracing the process with an 

automated measurement tool, then the results were sum to find the total length of 

the longest primary processes.  

 

Molecular analyses  

RNA extraction  

RNA was extracted from the cerebral cortex and the hippocampus with Trizol 

(Invitrogen), which was used according to the manufacturer’s recommendations. 

The structures of the brain were homogenized in the presence of Trizol (1:5, v/v); 

aqueous phase was obtained by centrifugation (12000 x g, 15 min). The RNA was 

precipitated with isopropanol, for 15 min at room temperature, followed by 

centrifugation at 12000 x g for 10 min. The pellets were resuspended in 0.1% DEPC-

treated water. The concentration of total RNA was determined by measuring the 

optical density at 260 nm and purity of the RNA was evaluated on the basis of the 

280 nm/260 nm ratio and electrophoresis on agarose gel (Langnaese et al., 2008).  

cDNA synthesis  



 

Total RNA (1 μg) was used as a template to synthesize cDNA. The RNA was 

incubated for 5 min at 60 °C with 1 μl oligo (dT) (0.5 μg/μl, Invitrogen), 1 μl 10 mM 

dNTP and DEPC- water to a final volume of 12 μl, and then for 1 min on ice. The 

following reagents were then added to a final volume of 19 μl: 4 μl of RT buffer (50 

mM Tris-HCl, pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2), 2 μl 0.1 M DTT, and 1 μl 

RNaseOUT (40 U/ μl, Invitrogen). After 2 min incubation at 37 °C, 1 μl M-MLV- RT 

(200 U/μl; Invitrogen) was added and cDNA synthesis was carried out at 50 °C for 

1 h. The reaction was inactivated by incubation at 70 °C for 15 min.  

 

Real-time PCR (qPCR)  

The expression of TNF-α and IL-6 and was measured. The housekeeping 

gene beta-actin (ActB), which has been shown to be stable in each brain area, was 

used as control (Moura et al., 2014). Primer sequences are presented in Table 1. 

Amplification was carried out using 7.5 μL of SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), 0.5 μL of forward and reverse primers (0.33 M each), 100 ng of cDNA 

and nuclease-free water, in a total volume of 15 μL. Reactions were performed in 

an optical 96-well plate, using a StepOnePlusTM thermocycler (Applied Biosystems). 

After an initial denaturation step at 95 °C for 10 min, amplification was performed in 

40 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 60 °C for 40 s and extension 

at 72 °C for 40 s. Amplification was followed by a melt curve analysis to confirm 

PCR product specificity. No signals were detected in the no-template controls. The 

experimental Ct (cycle threshold) was calculated using the algorithm enhancements 

provided by the equipment. All samples were run in duplicate and the mean value 

of each duplicate was used for all further calculations (Langnaese et al., 2008; Cook 

et al., 2010; Nelissen et al., 2010). The Ct value of each reaction was used to 

calculate the level of mRNA expression of each specific gene, after normalizing it to 

the expression of the control housekeeping gene (Zimmermann-Peruzatto et al., 

2017). 

 



 

Gene Primer F Primer R 

TNF-α 5′ TGGCGTGTTCATCCGTTCTCTACC3’ 5′ CCCGCAATCCAGGCCACTACTT3’ 

IL-6 5′ GACCAAGACCAT CCAACTCATC3’ 5′ GCTTAGGCATAGCACACTAGG3’ 

ActB 5’TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG3’ 5′ TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT3’ 

Table 1: Primer sequences used. Abbreviations: TNF-α tumor necrosis factor alpha, IL-6 
interleukin-6, ActB beta-actin. 

	

Statistical analyses  

Treatment and diet were used as factors for all ANOVA analyses, except for 

the object recognition test, in which experimental group and object (familiar and 

new) were used as factors. The data are expressed as mean ± SEM, Data were 

analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc. GraphPad Prism 5.0 was 

used for the statistical analyses. The significance level was set at p < 0.05.  

 

RESULTS   

In a previous study, we showed that HFD-fed rats had higher weight gain and 

visceral adiposity than SD group, and Zn treatment was able to revert these results 

in obese rats. On the other hand, BCAA did not exert any effect on these parameters 

(Thoen et al., 2018). Taking these results, the present study evaluated the effect of 

Zn and BCAA supplementation associated with HFD on memory and 

neuroinflammatory markers.  

Long-term memory was evaluated by the object recognition test (Figure 2). It 

was found an interaction between diet and supplementation (Zn and BCAA) in the 

object recognition index (F2,24=6.165, p=0.0069, Figure 2B). There was a significant 

increase in the RI of HFD+Zn rats compared to HFD group, showing that Zn 

treatment is capable of revert the memory impairment elicited by obesity. However, 

BCAA supplementation did show this effect, since there was a decrease in the RI of 

HFD+BCAA compared to SD+BCAA group. The total exploration time was also 



 

evaluated, no differences were found among the groups independently of the diet 

and/or supplementation (Figure 2A).  

In order to investigate the neuroinflammatory state in the brain following 

HFD, we evaluated the gene expression of the pro-inflammatory cytokines TNF-α 

and IL-6 (Figure 3). No differences were found in IL6 gene expression in the cerebral 

cortex and in the hippocampus (Figure 3B; Figure 3C). However, there was an effect 

of the diet in TNF-α gene expression in the hippocampus (F1,21=5.425, p=0.0069, 

Figure 3A), which was increased by the HFD. None of the treatments modified TNF-

α expression in the hippocampus of obese rats. 

We also analyzed GFAP immunoreactivity in the cerebral cortex and 

hippocampus as another parameter of neuroinflammation. The number of 

astrocytes in the cerebral cortex was reduced following HFD (diet effect, 

F1,77=16.73, p=0.0001, Figure 4A) without an effect of Zn or BCAA supplementation. 

In the hippocampus, we evaluated dentate gyrus and CA1 areas. Contrarily to 

cerebral cortex, both dentate gyrus and CA1 showed a decrease in GFAP-positive 

cells in HFD-fed rats that received Zn and BCAA supplementation (treatment effect, 

dentate gyrus: F2,72=6.720, p=0.0021, Figure 4B; CA1: F2,75=4.447, p=0.015, Figure 

4C).  

Morphology of astrocytes was evaluated by Sholl circles analysis measuring 

the number of primary ramifications from the soma, total length of the longest 

ramifications and the total number of intersections of astrocytic processes with the 

concentric circles. In the cerebral cortex, there was an effect of the diet in all 

morphological parameters evaluated. The number of ramifications was decreased 

following HFD (F1,169=18.39, p<0.0001, Figure 5A). Total length was also reduced 

by HFD (F1,167=18.17, p<0.0001, Figure 5B) and SD groups treated with Zn and 

BCAA were significantly different from HFD-supplemented groups . The results 

concerning the number of intersections followed the same pattern (F1,167=47, 

p<0.0001, Figure 5C), being SD+Zn and SD+BCAA different from HFD+Zn and 

HFD+BCAA, respectively. 



 

In the dentate gyrus, we did not find any effect of diet and/or 

supplementations in the number of primary ramifications and in the total length. 

However, there was an interaction in the number of intersections (F2,180=3.357, 

p=0.037, Figure 5F). Post-hoc analysis showed that Zn prevented the increase in 

the number of intersections after HFD, which was not observed by BCAA 

supplementation.  

The number of primary ramifications and the number of intersections in CA1 

area of the hippocampus were not affected by diet and/or Zn and BCAA treatments. 

Different from what we found in the dentate gyrus, we found an interaction in the 

total length of the ramifications (F2,237=10.37, p<0.0001, Figure 5H). HFD caused a 

decrease in the dimension of the ramifications, while BCAA supplementation 

affected it differently depending on the diet, which were not found after Zn 

supplementation. A summary of all morphological findings is shown in Table 2. 

 

DISCUSSION  

It is well established in the literature that obesity causes memory impairment 

(Cordner e Tamashiro, 2015; Heyward et al., 2016; De Andrade et al., 2017). 

Molecular features associated to obesity-related memory decline include deficits in 

synaptic plasticity, reduced hippocampal neurogenesis, and alterations in the 

expression of memory-associated genes and epigenetic mechanisms (Fischer et 

al., 2007; Heyward et al., 2016). In the present study, we show for the first time that 

4 weeks of Zn supplementation were capable of improving the recognition memory 

of obese rats. It is known that Zn deficiency can trigger behavioral changes 

associated with neurological disorders (Hagmeyer et al., 2014). In obesity, Zn has 

already been shown to have important effects on thermoregulation mechanisms and 

adipose tissue metabolism (Di Martino et al., 1993; Fukunaka e Fujitani, 2018). In 

addition, obesity causes a decrease in the expression of genes that regulate 

intracellular Zn homeostasis in the brain (Olesen et al., 2016). Cope et al., 2011 

demonstrated that 4 weeks of Zn supplementation, the same protocol used in the 

present study, improved spatial memory and learning after traumatic brain injury 



 

(Cope et al., 2011). The mechanism by which Zn affects memory is still poorly 

understood. However, intracellular Zn(2+) signaling in the hippocampus is required 

for cognition and related with the object recognition test performance, possibly 

acting through the long-term potentiation modulation (Tamano et al., 2015; Tamano 

et al., 2016). 

On the other hand, the supplementation of BCAA was not able to reverse 

the detrimental effects of HFD on recognition memory. In a model of Alzheimer's 

disease, Tournissac et al., 2018, also found no benefits on the object recognition 

test performance after supplementation with BCAA (Tournissac et al., 2018). BCAA 

reaches the CNS through an amino acid transporter in the BBB, which is also 

responsible for the transport of other amino acids such as tryptophan (a precursor 

of serotonin) and threonine, thus, the supplementation of BCAA can reduce the 

brain uptake of those amino acids (Coppola et al., 2013). A high level of threonine 

in the brain is related with better results in the object recognition test, and serotonin 

is related with behavioral changes (Coppola et al., 2013; Scaini et al., 2014; 

Tournissac et al., 2018). Hence, this may be the reason why we did not find an 

improvement of the object recognition index after 4 weeks of BCAA 

supplementation.  

It is known that the metabolic inflammation caused by obesity increases the 

levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-α (Ellulu et al., 2017). 

Here we found an increase in TNF-α gene expression in the hippocampus. 

Surprisingly, IL-6 gene expression did not change neither in the hippocampus nor 

in the cerebral cortex. Hippocampus is highly susceptible to obesogenic diets. It is 

described that markers of inflammation are augmented in the hippocampus earlier 

than in hypothalamus or perirhinal cortex (Beilharz et al., 2016). Yet, it was 

previously reported that 12 or 24 weeks of HFD increased the TNF-α levels in the 

hippocampus (Spagnuolo et al., 2015) and even a high-energy diet for a short-term 

(1 to 4 weeks) is already able to enhance the TNF-α gene expression (Beilharz et 

al., 2016). In our study, the increased TNF-α gene expression corroborates with the 

recognition memory impairment following HFD. These findings are in line with the 



 

neuroinflammatory hypothesis of obesity-driven cognitive deficit (Guillemot-Legris e 

Muccioli, 2017).  

Zn supplementation improved the performance in the recognition object 

test, but did not diminish TNF-α expression in hippocampus, suggesting that 

benefits provided by Zn are not limited to the restraint of inflammation. Furthermore, 

we have previously demonstrated that Zn treatment reverted metabolic dysfunction 

caused by HFD (Thoen et al., 2018), but here we show that it was not sufficient to 

prevent the hippocampal increase in TNF-α gene expression. We hypothesize that 

Zn supplementation may be providing its beneficial effect on memory through a 

mechanism involving the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and 

metalloproteinase-9, both important modulators for learning and memory, since Zn 

can activate this pathway enhancing synaptic plasticity and thus, neuronal 

functioning (Frazzini et al., 2018). On the other hand, BCAA administration did not 

alter the memory outcome and the obesity-related increase of TNF-α gene 

expression in the hippocampus. High doses of BCAA can alter the inflammatory 

profile in the cortex and hippocampus of rats and in mixed glial cell cultures (De 

Simone et al., 2013; Rosa et al., 2016), however, those changes seem not to be 

sufficient to revert the detrimental effects of obesity.   

Astrocyte reactivity is another feature of neuroinflammation caused by 

obesity (Buckman et al., 2013). Despite the changes in glial cells following obesity 

are more prominent in the hypothalamus, HFD may affect different brain areas 

(Lizarbe et al., 2018). Corroborating with our results, previous studies have found 

an increase in the number of GFAP+ cells in the cerebral cortex after a HFD 

(Tomassoni et al., 2013; De Andrade et al., 2017). This feature may be related to 

astrogliosis, which is widely associated with neurodegenerative disorders 

(Sofroniew, 2014). In the present study, we showed that HFD did not change the 

number of GFAP+ cells in the hippocampus, whereas it caused a decrease in the 

number of astrocytes in the cerebral cortex. Based on our previous study, it seems 

a divergent finding in the cerebral cortex(De Andrade et al., 2017). However, it is 

worth to mention that the composition of the diet used here was different, since rats 

received fructose and sucrose solution along with HFD. It is well known that obesity 



 

leads to cerebral atrophy, which can be related with a disruption in cerebral vascular 

function and inflammation (Raji et al., 2010). Nevertheless, the underlying 

mechanisms are not completely understood (Gunstad et al., 2008; Raji et al., 2010; 

Nguyen et al., 2014). It is reasonable to suppose the effects of HFD administrated 

in combination with a high fructose and sucrose solution are more harmful than fed 

animals exclusively with a HFD. Thus, a process of cerebral atrophy promoted for 

that diet could explain the reduction observed in the number of cortical astrocytes. 

Curiously, both BCAA and Zn supplementation decreased the number of astrocytes 

in the hippocampus without interfere in the cortical number of these cells.  Zn plays 

crucial roles in the CNS, but shows toxic effects on cultured astrocytes through a 

mechanism involving generation of reactive oxygen species (Bishop et al., 2007; 

Moriyama et al., 2018). Similar outcomes can be caused by accumulation of 

intracellular BCAA, leading to increased oxidative stress and consequently 

cytotoxicity  (Zhenyukh et al., 2017).  

When using Sholl’s method to analyze the astrocytes, we found that even 

though HFD was not able to significantly affect the number of GFAP+ cells in the 

hippocampus, it can alter their morphology. In the CA1 region, BCAA treatment in 

lean animals caused a decrease in the total length of astrocytic processes, but in 

obese animals, it increased. Gzielo et al (2017), also found that obesity affects the 

morphology of the astrocytes in the CA1 area (Gzielo et al., 2017). Therefore, our 

findings indicate that following HFD, BCAA supplementation was capable to avoid 

the decline in astrocyte arborization. On the other hand, in the dentate gyrus, HFD 

increased the number of processes intersections through the circles, indicating a 

rise in astrocytes arborization. In this case, only Zn supplementation was able to 

reverse this effect. Thus, both treatments had some effect on reversing the HFD-

elicited morphological changes in the hippocampus. In the cerebral cortex, all 

morphological parameters analyzed decreased after HFD, and none of the 

supplementations affected it. These results are in agreement with the reduced 

number of astrocytes also described here and it provides additional support to the 

hypothesis of cortical atrophy. Recent studies suggest that obesity-related astrocyte 

reactivity is area dependent (Tsai et al., 2018) and our findings corroborate with it.  



 

Therefore, we provide additional evidence on obesity-driven 

neuroinflammation, which is known to increase the risk of neurological diseases. 

Thus, the search for treatments capable of minimize or reverse the impact of obesity 

in the CNS is paramount. Here we show that BCAA affects some astrocyte 

morphological parameters, and Zn supplementation was able to ameliorate 

recognition memory. In addition, future studies are needed to clarify the 

mechanisms by which Zn promotes memory improvement in obesity. However, we 

can presume that Zn supplementation may be a potential target for human 

therapeutic intervention.  
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Figure 1. Schematic representation of Sholl circles analysis. Morphology of GFAP+ cells were 
evaluated considering the following parameters: number of primary ramifications; total length of the 
longest process of the central and lateral quadrants; and the number of process intersections.  
 
 
 

Figure 2. HFD impairs object recognition memory and Zn supplementation reverses it. (A) 
There is no difference in the total exploration time (novel and familiar objects) among the 
experimental groups. (B) Object recognition index was decreased following HFD and Zn, but not 
BCAA, reversed this effect. Data are expressed as mean ± SEM. * (p< 0,05) when compared SD 
and HFD with the same treatment. # (p< 0,05) when compared with HFD vehicle. SD, standard diet. 
HFD, high-fat diet. 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. HFD increased TNF-α expression on the hippocampus, however it did not affect the 
IL-6 gene expression in the cerebral cortex and hippocampus. (A) There was an increase in the 
gene expression of TNF-α in the hippocampus in HFD-fed rats (diet effect), none of the 
supplementations significantly affected it. (B) IL-6 gene expression in the hippocampus, there was 
no significant difference among the experimental groups. (C) IL-6 expression on the cerebral cortex, 
there was no significant difference among the experimental groups. Data are expressed as mean ± 
SEM. SD, standard diet. HFD, high-fat diet. 



 

 



 

Figure 4. Immunohistochemistry for GFAP (number of cells per region). (A) HFD reduced the 
number of GFAP+ cells in the cerebral cortex regardless of the Zn or BCAA supplementation.  In the 
hippocampus, both supplementations decreased the number of GFAP+ cells in dentate gyrus (B) 
and CA1 (C) when compared with HFD vehicle. Data are expressed as mean ± SEM. ** (p< 0,01) 
when compared SD and HFD with the same treatment. # (p< 0,05) # # (p< 0,01)  when compared 
with HFD vehicle. Scale bar = 50µm. SD, standard diet. HFD, high-fat diet. 
 
 

 
Figure 5. Sholl circles analysis of astrocytes. (A-C) Morphological analysis of the astrocytes in 
the cerebral cortex. HFD decreased astrocyte arborization as showed by all parameters evaluated. 
(D-E) Morphological analysis of the astrocytes in the dentate gyrus. HFD increased the number of 
process intersections, only Zn supplementations was capable of reversing it. (G-I) Morphological 
analysis of the astrocytes in the CA1 area of the hippocampus. HFD decreased the total length of 
the longest ramifications. Only BCAA supplementation was capable of reversing it. Data are 
expressed as mean ± SEM. * (p< 0,05) ** (p< 0,01) *** (p< 0,001) when compared SD and HFD with 
the same treatment. # (p< 0,05) # # (p< 0,01) when compared with HFD vehicle. † † (p< 0,01) when 
compared with SD vehicle. SD, standard diet. HFD, high-fat diet. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Ta
bl

e 
2.

 S
um

m
ar

y 
of

 th
e 

im
m

un
oh

is
to

lo
gi

ca
l a

na
ly

si
s 

fo
r G

FA
P+

 c
el

ls
.  



 56 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O projeto de mestrado inicialmente apresentado ao Programa de Pós-

graduação em Biociências envolvia experimentos in vitro para o estudo dos 

mecanismos celulares e moleculares das células gliais de ratos obesos, além do 

estudo in vivo apresentado nesta dissertação. Para os experimentos in vitro, 

induzimos obesidade em ratos Wistar por meio de administração de dieta de 

cafeteria, a qual consiste na oferta de alimentos palatáveis com alto teor energético. 

Ao final do período da dieta, realizamos o teste de reconhecimento de objetos 

nesses ratos e após eutanásia os encéfalos desses animais obesos e também de 

controles foram removidos e realizamos o isolamento das células microgliais. A 

partir disso, seriam realizados experimentos com as culturas celulares para a 

compreensão de mecanismos neuroinflamatórios ativados pela obesidade. 

Contudo, não obtivemos sucesso com o isolamento das células e não foi possível 

dar seguimento a esta parte do projeto. Dessa forma, neste momento do trabalho, 

tínhamos apenas os resultados do teste comportamental e dados metabólicos dos 

ratos que receberam dieta de cafeteria. A partir disso, observamos que o resultado 

do teste comportamental realizado parecia controverso com o que é descrito na 

literatura, pois os ratos obesos mostraram melhor desempenho no teste de 

memória do que os ratos controle. Esse resultado foi intrigante e passamos a 

considerar a composição da dieta empregada, que além dos alimentos ofertados, 

também incluía refrigerante do tipo cola, que  contém cafeína. Assim, discutimos 

que a cafeína poderia ser o motivo da melhora na performance no teste de 

memória. Para esclarecer essa questão, repetimos o experimento e trocamos o 

refrigerante por outro, a base de suco de laranja, e neste caso, o resultado foi o 

prejuízo de memória decorrente da dieta de cafeteria que era esperado. 

Entendemos que esses achados seriam insuficientes para compor a dissertação de 

mestrado, no entanto, esses resultados geraram  um artigo, o qual foi recentemente 

publicado na revista Neurochemical Research e está anexado na dissertação 

(Anexo A). 

Com base no relato indicado acima, o objetivo principal deste estudo ficou 

limitado ao estudo in vivo dos efeito da suplementação de Zn ou BCAA sobre 
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parâmetros neuroinflamatórios de ratos obesos. Para esses experimentos, a 

indução da obesidade foi realizada por meio da oferta de ração hiperlipídica e 

solução de frutose e sacarose. Nossos resultados principais indicaram que apesar 

das propriedades imunomoduladoras de ambos os compostos, apenas o Zn foi 

capaz de reverter a perda de memória de reconhecimento observada nos ratos 

obesos. Também avaliamos a expressão gênica de duas citocinas pró-inflamatórias 

(IL-6 e TNF-a) no córtex cerebral e no hipocampo dos animais. A IL-6 permaneceu 

inalterada, independente da dieta ou da suplementação ofertada. Já o TNF-a 

aumentou no hipocampo após a HFD, o que corrobora com a hipótese de déficit 

cognitivo causado pela neuroinflamação. Curiosamente, o Zn foi capaz de melhorar 

a performance dos animais no teste de reconhecimento de objetos, mas, assim 

como o BCAA, não foi capaz de reverter o aumento do TNF-a no hipocampo, 

indicando que os benefícios do Zn não estão limitados à modulação do sistema 

imunológico e podem interferir em outros mecanismos neuroprotetores.  

Outra característica da neuroinflamação é a ativação astrocitária ou 

astrogliose. Nosso trabalho demonstrou que a obesidade não afetou o número de 

células GFAP+ no hipocampo, mas diminuiu significativamente o número de células 

no córtex cerebral, o que pode estar caracterizando um quadro de atrofia cortical. 

Além disso, embora a HFD não tenha sido capaz de afetar significativamente o 

número de células GFAP+ no hipocampo, ela alterou sua morfologia. Na região 

CA1, o tratamento com BCAA interagiu com a dieta e foi capaz de evitar o declínio 

na arborização de astrócitos causado pela obesidade. Já no giro dentado, a HFD 

aumentou o número de intersecções dos processos astrocitários, indicando um 

aumento na arborização dessas células. Neste caso, apenas a suplementação de 

Zn foi capaz de reverter esse efeito. No córtex cerebral, todos os parâmetros 

morfológicos analisados diminuíram após a HFD e nenhuma das suplementações 

foi capaz de reverter esse efeito. Estes resultados estão de acordo com a 

diminuição do número de astrócitos nessa região, e fornece suporte à hipótese de 

atrofia cortical.  
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6. CONCLUSÕES 

Nesse trabalho, tanto a dieta de cafeteria, ofertada através de alimentos 

palatáveis com alto teor energético,  como a dieta hiperlipídica e hipercalórica, 

ofertada por meio de ração, foram capazes de causar as alterações metabólicas 

características da obesidade em ratos Wistar. No primeiro estudo, os desfechos de 

memória foram diferentes entre os grupos que divergiam no tipo de refrigerante 

ofertado, nesse sentido, concluímos que o conteúdo da dieta de cafeteria é um 

aspecto altamente relevante no desenvolvimento das metodologias de estudo e 

deve ser cuidadosamente planejado. Além disso, constatamos que a cafeína, 

presente nos refrigerantes do tipo cola, pode ter afetado o desempenho no teste de 

memória, mesmo estando presente em baixas doses. No segundo estudo, a 

memória foi prejudicada após a exposição à dieta hiperlipídica e hipercalórica e 

apenas a suplementação com Zn mostrou-se capaz de reverter esta alteração. 

Além disso, a análise morfológica dos astrócitos trouxe informações importantes 

sobre as adaptações celulares decorrentes da neuroinflamação na obesidade, 

mostrando que certas áreas cerebrais são mais suscetíveis que outras, o que 

corrobora com achados recentes da literatura.  

Assim, nossos estudos sugerem dois potenciais tratamentos (cafeína e Zn) 

para prevenir ou reverter os efeitos deletérios da obesidade sobre a cognição. 

Ainda, nosso estudo demonstrou mais uma vez o papel fundamental das células da 

glia no processo de neuroinflamação, e que os astrócitos podem também ser 

utilizados como alvo de novas abordagens terapêuticas.  
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7. PERSPECTIVAS 

Com base nos resultados obtidos neste estudo, as principais perspectivas 

para a continuidade deste trabalho são: 

- Obtenção de culturas primárias de células gliais de ratos obesos para avaliar a 

expressão de mediadores inflamatórios e outras moléculas envolvidas na 

sinalização da neuroinflamação; 

- Realizar experimentos in vitro testando o papel da cafeína, do Zn e do BCAA em 

astrócitos e microglia; 

- Avaliar outros marcadores neuroinflamatórios (outras citocinas, permeabilidade 

da barreira hematoencefálica, infiltração linfocitária, etc) para um estudo mais 

abrangente dos efeitos das suplementações com cafeína, Zn e BCAA em animais 

obesos; 

- Investigar outras vias pelas quais o Zn possa estar promovendo papel 

neuroprotetor na obesidade, tais como ativação de fatores de crescimento 

neuronal, modulação sobre o sistema glutamatérgico, mecanismos epigenéticos, 

etc. 

- Avaliar se a suplementação de cafeína ou Zn em humanos também minimiza a 

perda cognitiva provocada pela obesidade. 
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 Referências Bibliográficas X Adequadas  Comentários 

 
 

 
9) O PROJETO ESTÁ ADEQUADO À LEGISLAÇÃO VIGENTE: 
 x  Sim   Não 

 
 
10) INFORMAÇÕES RELATIVAS AOS ANIMAIS: 
 
Grau de dor/estresse:     B          C          D        E       

Justifique: 

 
 
 
Espécie: Rato wistar     Número Amostral: 30 

 
 
Redução Amostral:  Sim x Não 

Justifique: 

 
 
 
Substituição de Metodologia:  Sim x Não 

Se achar necessário, justifique e sugira uma nova metodologia: 
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Aprimoramento da Metodologia:  Sim x Não 

Se achar necessário, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia: 

 
 
 
Acomodação e manutenção dos animais: x Adequada  Inadequada 

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias: 

 
 
 
Manipulação dos animais: x Adequada  Inadequada 

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias: 

 
 
 
Analgesia dos animais (se aplicável): x Adequada  Inadequada 

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias com analgésico substituto: 

 
 
 
 
Anestesia dos animais (se aplicável):  Adequada  Inadequada 

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias com anestésico substituto: 

 
 
 
Eutanásia dos animais (se aplicável): x Adequada  Inadequada 

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias com metodologia substituta: 

 
 
Local de Realização (Biotério/Labotarório): Biotério da UFCSPA 
 
Outra instituição. Qual? 
 

 
11) CRONOGRAMA DE UTILIZAÇÃO DE ANIMAIS 

Data Espécie Sexo Quantidade 
 Rato wistar  macho 30 
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12) RECOMENDAÇÃO:  As pendências deverão ser respondidas em uma carta, 
indicando as páginas do projeto que foram alteradas (nova versão), assinadas pelo 
pesquisador responsável. 
 

x Aprovado 
  

 Com Pendência 
 

 Não aprovado 
 

Data de início 16/11/2017    Data de Término 01/12/2019 
 

Comentários gerais sobre o projeto: 
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CURRÍCULO LATTES 
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