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RESUMO 

 

Vasconcelos AR. Influência dos receptores TLR4 e TLR2 nos efeitos comportamentais e 
bioquímicos induzidos pela dieta intermitente em camundongos nocaute [Tese (Doutorado em 
Farmacologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 
2016. 
 

Hormese é uma resposta adaptativa das células e do organismo a um estresse moderado, 

normalmente intermitente, que pode gerar muitos efeitos benéficos e protetores em diversas 

espécies. Exemplos incluem a exposição a baixas doses de certos fitoquímicos, como 

curcumina, isotocianatos e resveratrol, o exercício físico e a restrição de energia da dieta 

(RED). Esta última, quando não causa desnutrição, expõe os organismos a um estresse 

nutricional moderado que não apenas estimula as proteínas de estresse, mas também os 

mecanismos de defesa do organismo, tornando-o mais resistente a estímulos tóxicos ou 

potencialmente deletérios. Em linhas gerais, a RED parece atuar em vias associadas à resposta 

inflamatória, autofagia e sobrevivência celular, além de aumentar a resistência contra o 

estresse oxidativo, envolvendo com isso a modulação de fatores de transcrição como o fator 

nuclear kappa B (NF-κB), o fator 2 relacionado ao NF-E2 (NRF2) e o Forkhead box O 

(FOXO). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos, assim 

como o papel dos receptores tipo Toll- (TLR) 4 e TLR2 na modulação dos efeitos benéficos 

da RED. Este projeto teve como objetivo avaliar a influência do TLR4 e TLR2 nos efeitos 

induzidos pela dieta intermitente sobre a memória e nos mecanismos de sinalização 

associados aos fatores de transcrição NF-κB, NRF2 e FOXO em camundongos nocaute para 

TLR2 ou TLR4. Os nossos resultados sugerem que os receptores TLR4 e TLR2 participam da 

modulação pela dieta intermitente dos níveis de estresse oxidativo, biomarcadores periféricos 

e dos fatores de transcrição NF-κB, CREB, AP1, NRF2, além das proteínas moduladas por 

esses fatores de transcrição como o BDNF, HO1, enzimas antioxidantes, chaperonas e 

diversas citocinas inflamatórias. Os resultados desse estudo permitem um maior entendimento 

dos processos fisiológicos que visam o desenvolvimento de novas estratégias para 

intervenções farmacológicas objetivando a promoção da longevidade e o envelhecimento 

saudável, bem como para o tratamento de distúrbios neurodegenerativos. 

 
Palavras-chave: Dieta intermitente. TLR2. TLR4. Memória. Estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 

 

Vasconcelos AR. Influence of TLR4 and TLR2 in behavioral and biochemical effects induced 
by intermittent fasting in knockout mice [Ph.D Thesis (Pharmacology)]. São Paulo: Instituto 
de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2016. 
 

Hormesis is an adaptive response of cells and organisms to a moderate stress, usually 

intermittent, which may have many beneficial effects to the biological system. Examples 

include exposure to low doses of certain phytochemicals such as curcumin, resveratrol and 

isothiocyanates, exercise and intermittent fasting dietary restriction. The latter, when it does 

not cause malnutrition, induces a moderate nutritional stress to the organism, which not only 

stimulates the stress proteins, but also the body's defense mechanisms, making the cell or the 

organism more resistant to toxic stimuli. In general, intermittent fasting seems to act by 

mechanisms associated with cell survival, autophagy, inflammatory response and enhancing 

oxidative stress resistance, thereby involving the modulation of transcription factors such as 

nuclear transcription factor kappa B (NF-B), NF-E2-related factor 2 (NRF2) and Forkhead 

box O (FOXO). However, little is known about the molecular mechanisms underlying these 

processes, as well as the involvement of Toll-like receptors (TLR) 4 and TLR2 on the 

beneficial effects induced by the intermittent fasting protocol. The present work investigated 

the effects of intermittent fasting on memory and on the signaling mechanisms associated 

with the transcription factors NF-B, NRF2 and FOXO in TLR2 KO or TLR4 KO mice. The 

results suggest that TLR4 and TLR2 participate in the modulatory effects of intermittent 

fasting on oxidative stress levels, peripheral biomarkers, and on the transcription factors NF-

B, CREB, AP1 and NRF2, as well as proteins modulated by these transcription factors such 

as BDNF, HO1, antioxidant enzymes, chaperones and several inflammatory cytokines. These 

results allow a better understanding of the physiological processes that aim at developing new 

strategies for pharmacological interventions to promote longevity and healthy aging, as well 

as for the treatment of neurodegenerative disorders. 

 

Keywords: Intermittent fasting. TLR2. TLR4. Memory. Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A restrição de energia da dieta 

 

O termo hormese é definido como um fenômeno dose-resposta bifásico caracterizado por 

estimulação em baixas doses e inibição em altas doses (1, 2). A hormese é uma resposta de 

compensação adaptativa do organismo a um estímulo estressor ambiental moderado, que os 

torna mais resistentes frente a uma situação de estresse mais intenso (3). Entende-se por 

estímulo estressor não apenas a exposição a substâncias tóxicas, mas também qualquer outro 

estímulo com consequências potencialmente deletérias para o organismo, como, por exemplo, 

o aumento ou diminuição de temperatura, o exercício físico e a restrição de energia da dieta 

(RED) (1). 

 A RED sem desnutrição atrasa o surgimento de várias alterações fisiológicas que 

ocorrem durante o envelhecimento e promove um aumento da expectativa de vida em animais 

de várias espécies (4, 5) como roedores (6), peixes (7), drosófilas (8), vermes (9), leveduras 

(10) e primatas (11), podendo provavelmente ocorrer também em humanos, embora ainda não 

confirmado. 

Além dos efeitos na longevidade, muitos estudos têm demonstrado diversos efeitos 

benéficos da RED sobre a saúde. Por exemplo, a RED pode atenuar ou prevenir a incidência 

de câncer de ocorrência espontânea (12), induzido quimicamente (13) ou por radiação (14). A 

RED também protege as células do cérebro (15) e do coração (16) em modelos de derrame 

cerebral e infarto do miocárdio. Além disso, a RED inibe o desenvolvimento de doenças 

autoimunes em várias linhagens de roedores (17) e atrasa o surgimento e progressão de 

dermatite alérgica espontânea (18) ou quimicamente induzida (19). Ainda, a RED aumentou a 

resistência a neurotoxinas em modelos experimentais de doença de Huntington, doença de 

Alzheimer (DA) e doença de Parkinson (DP) (20-22). Corroborando com estas evidências, 

dados epidemiológicos sugerem que as incidências de DA e DP são menores em países com 

menor consumo de comida por pessoa (por exemplo, Japão e China) em comparação com 

países onde esse consumo é maior (por exemplo, Estados Unidos e Canadá) (23) e que 

indivíduos com baixa ingestão calórica diária parecem ter um risco menor de desenvolver DA 

e DP (24, 25). 

A RED em camundongos atenuou os déficits no aprendizado e memória relacionados à 

idade (26) e diminuiu os níveis de estresse oxidativo em vários órgãos incluindo o cérebro 

(27). Em humanos, a RED reduziu a inflamação e o estresse oxidativo em asmáticos (28). 
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Esses e outros efeitos benéficos e protetores da RED são provavelmente mediados por 

mecanismos horméticos (29). 
Dois mecanismos gerais têm sido propostos para a RED e seus efeitos benéficos; um 

deles é a diminuição do estresse oxidativo e da produção de radicais livres (30) e a outra é a 

indução de uma resposta de estresse celular moderada que aumenta a capacidade das células 

de lidar com situações de estresse mais graves (31). 

Além da associação entre a RED e o estresse oxidativo, estudos têm demonstrado 

outro possível mecanismo da RED, onde se observa uma inibição da resposta inflamatória e 

da inflamação relacionada à idade (32, 33). A RED modula a atividade e a expressão de várias 

citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral (TNF)-, interleucina (IL)-1 e 

IL-6 (32, 34-36). Estudos têm mostrado que o envelhecimento está associado a um aumento 

da inflamação cerebral (37, 38). Além disso, a inflamação sistêmica pode estar associada a 

doenças coronarianas, diabetes, esclerose múltipla, DA e DP (39). De fato, estudos recentes 

demonstram uma forte associação entre neurodegeneração e inflamação (revisão em (40)); por 

exemplo, tem sido observada a presença de processos inflamatórios (ativação de microglia e 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias) no sistema nervoso central (SNC) de 

pacientes com DA (41). Dados tanto epidemiológicos quanto clínicos têm descrito a 

importância da terapia anti-inflamatória para retardar a progressão da doença, amenizando os 

sintomas graves da DA (42, 43). Em muitos indivíduos, uma dieta mal adaptada é a maior 

causa desta inflamação crônica (39, 44). 

Várias alterações bioquímicas e moleculares têm sido observadas em animais mantidos 

em RED que são consistentes com mecanismos de hormese nos efeitos benéficos da restrição. 

Proteínas de choque térmico protetoras têm sido encontradas em concentrações elevadas em 

vários tecidos de animais submetidos a RED como, por exemplo, a proteína de choque 

térmico (HSP)-70 em células do fígado de ratos (45). Em outro estudo, a dieta intermitente 

aumentou as concentrações desta e de outra proteína de choque térmico, a proteína-78 

regulada pela glicose, em sinapses de cérebros de ratos (46). Uma classe de moléculas 

citoprotetoras estimulada pela RED são as enzimas antioxidantes como superóxido dismutase 

(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (47). Além disso, cérebros de ratos mantidos em uma 

dieta de calorias reduzidas exibiram quantidades maiores de vitamina E e coenzima Q10 

quando comparados com cérebros de animais com alimentação ad libitum (48). Quando 

roedores ou macacos foram mantidos em RED, concentrações de fator neurotrófico derivado 

do encéfalo (BDNF) e fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) estavam aumentadas em 

várias regiões do encéfalo (49, 50).  
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Contudo, apesar de uma extensa literatura que demonstra efeitos benéficos da RED na 

saúde, a RED pode não induzir uma resposta benéfica adaptativa em todas as células. Por 

exemplo, a concentração de HSP-70 não aumentou em motoneurônios da medula espinhal em 

modelos de camundongos com esclerose lateral amiotrófica mantidos em RED (51). As 

células envolvidas na cicatrização de feridas não respondem adaptativamente à RED e, de 

fato, tem sido demonstrado que a RED pode prejudicar a cicatrização de feridas em roedores 

(52). Dependendo da magnitude da restrição de energia, a RED pode não ser benéfica ou pode 

até mesmo causar efeitos adversos em órgãos reprodutores, como infertilidade, 

irregularidades menstruais, perda de libido, hipertensão, depressão, irritabilidade, 

particularmente nas fêmeas de mamíferos em geral (53, 54). Assim, apesar dos efeitos 

benéficos da RED listados na literatura, um melhor entendimento dos seus efeitos e dos 

mecanismos moleculares é importante para que se possam desenvolver protocolos de RED 

adequados para a saúde humana.  

Há poucos estudos sobre os efeitos da RED em humanos, mas informações 

disponíveis até o momento sugerem que a RED reduz o risco de desenvolver diabetes tipo 2 e 

aterosclerose, além de induzir muitas das respostas adaptativas que ocorrem em animais de 

laboratório em restrição (55, 56). Desta forma, um melhor entendimento dos mecanismos 

horméticos da RED poderá também trazer novos avanços no tratamento ou até mesmo na 

prevenção de patologias como as doenças neurodegenerativas. 

 

1.2 A dieta intermitente 

 

 Os efeitos benéficos da RED foram relatados em vários protocolos experimentais 

diferentes. Em um dos protocolos de RED, a restrição calórica, é feita a restrição de 20% a 

40% das calorias totais consumidas diariamente (12, 57). Uma forma comum de restrição 

calórica é limitar o consumo diário de alimento, ocorrendo então uma restrição total de 

nutrientes em longo prazo (58). Assim, a quantidade de comida fornecida ao animal é ajustada 

diariamente a 60-80% do consumo diário do grupo alimentado ad libitum (18). 

Outro protocolo muito utilizado de RED é a dieta intermitente, na qual os animais 

alternam entre dias em que são alimentados ad libitum e dias de jejum, quando não têm acesso 

ao alimento (59). Nesse protocolo ocorre uma restrição na frequência de consumo alimentar, e 

não na quantidade total de alimento ingerido. A dieta intermitente promove efeitos benéficos 

semelhantes ao da restrição calórica; ambos os protocolos diminuem os riscos de doenças 

cardiovasculares, aumentam a expectativa de vida e diminuem a produção de radicais livres 
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geradores de estresse oxidativo, além de melhorarem a atividade dos mecanismos protetores 

(60, 61).  

Sabe-se ainda que a dieta intermitente resulta em cetogênese, promove mudanças 

potentes em vias metabólicas e processos celulares relacionados à resistência ao estresse, 

lipólise e autofagia, e pode ser uma estratégia efetiva para a redução de peso, prevenir 

doenças relacionadas ao envelhecimento e otimizar a saúde (62, 63). 

De maneira geral, pode-se dizer que a dieta intermitente promove diversos efeitos 

benéficos ao organismo, mesmo se o período de jejum for seguido por um período de acesso 

livre ao alimento de forma que o consumo calórico total não seja alterado. De qualquer modo, 

tanto o protocolo de restrição da quantidade (restrição calórica) quanto da frequência de 

alimentação (dieta intermitente) protegem contra várias doenças, provavelmente por 

mecanismos horméticos que aumentam a resistência celular contra estímulos estressores (29). 

 

1.3 Os receptores do tipo Toll (TLR) 

  

Os TLRs compreendem uma família de receptores de proteínas de superfície celular que 

são importantes mediadores da imunidade inata, respondendo a diversos produtos microbiais 

e ligantes endógenos induzidos por dano tecidual (64). Esses receptores são bastante 

homólogos à proteína Toll da drosófila (65, 66), onde inicialmente foram descobertos dando 

origem a seu nome, e à família do receptor de IL-1 em humanos (67).  

Os TLRs estão presentes em diversas células do sistema imune de mamíferos, e ainda 

no SNC, onde, até recentemente, se acreditava que sua expressão se limitava somente a 

microglia (68), astrócitos (69) e oligodendrócitos (70). Entretanto, hoje já se sabe que 

neurônios, assim como células tronco neuronais, também expressam TLRs (71). 

 Atualmente são conhecidos 11 tipos de TLRs em humanos e 13 tipos em camundongos, 

todos eles apresentando pequenas diferenças nas cadeias de aminoácidos que compõe as 

proteínas que os formam (72). Devido a essas diferenças, cada TLR é capaz de reconhecer 

classes diferentes de padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs) presentes em 

diversos microorganismos patogênicos; por exemplo, o TLR4 reconhece predominantemente 

o lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas enquanto que o TLR2 não é 

necessário para a resposta ao LPS, mas se dimeriza com TLR1 ou TLR6 para reconhecer 

lipopeptídeos de bactérias gram-negativas (73). Quando ativados, os TLRs iniciam cascatas 

de sinalização que envolvem a ativação de fatores de transcrição como o fator nuclear 
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(NF)-B ou AP1, por exemplo; ambos ativam genes de citocinas inflamatórias, além de genes 

associados a processos de proliferação celular e apoptose (74). 

 Além dos PAMPs que ativam diferentes TLRs, já foram também identificados ligantes 

endógenos de padrão molecular associado a dano celular (DAMP), e outros produtos da 

inflamação tecidual. Vários ligantes endógenos já foram escritos, como o ácido hialurônico de 

baixo peso molecular, fibrinogênio, β-defensinas e proteínas de choque térmico (75, 76). É 

importante ressaltar que as sinalizações resultantes da ativação de TLRs por PAMPs e 

DAMPs parecem ser diferentes, o que pode ser devido à necessidade de diferenciar entre a 

ativação de TLR induzida por patógenos que requer uma intervenção imune e a ativação de 

TLRs por dano tecidual que requer um balanço entre a intervenção imune e o reparo do dano 

tecidual (77-79). 

Os TLRs são classicamente estudados em relação à imunidade; porém, o campo mais 

promissor na linha de pesquisa que envolve os TLRs atualmente é sua ativação endógena, já 

que se notou que os TLRs não só evocam respostas imunes relacionadas ao patógeno, mas 

também levam a papéis fisiológicos e patológicos não relacionados à inflamação. Por 

exemplo, evidências recentes têm relacionado os TLRs com a plasticidade no SNC, como 

explorado adiante (80, 81).  

 Muitos TLRs estão envolvidos na modulação da neurogênese de mamíferos adultos. 

Camundongos deficientes em TLR2 apresentaram neurogênese hipocampal 

significativamente reduzida (80). Ao contrário, camundongos deficientes em TLR4 exibiram 

neurogênese aumentada, apesar de as células formadas morrerem e não conseguirem formar 

neurônios maduros. Por outro lado, esses camundongos exibiram um nível basal maior de 

neurônios e menor de glia no hipocampo, o que pode indicar que durante a neurogênese as 

células tronco neurais diferenciam-se mais em neurônios (80).  

 Os efeitos modulatórios dos TLRs sobre a neurogênese sugerem uma possível 

modulação dos TLRs sobre processos cognitivos (81). De fato, recentemente foi mostrado que 

o TLR3 exerce uma modulação na performance cognitiva de camundongos dependente e 

independente do hipocampo (81). A extinção da memória espacial em camundongos 

deficientes em TLR3 ocorre mais lentamente do que nos camundongos selvagens e a 

deficiência de TLR3 também exerceu uma melhora no desempenho dos animais envolvendo a 

memória de medo contextual. Além disso, a deficiência em TLR3 melhorou, enquanto que a 

ativação de TLR3 pela infusão intracerebroventricular de PolyI:C, um ligante do TLR3, 

piorou o desempenho dos camundongos envolvendo a memória de trabalho. Além disso, 

recentemente foi mostrado que o TLR4 contribui para o impacto negativo da diabetes sobre a 



25 
 

função cognitiva (82). Atualmente pouco se sabe sobre papéis modulatórios dos receptores 

TLR4 e TLR2 sobre a cognição, mas é provável que ocorra já que há evidencias 

anteriormente relatadas de suas influências sobre a proliferação e diferenciação de células 

tronco neurais. 

 Além do envolvimento com a neuroplasticidade, estudos recentes sugerem que o TLR4 

exerce uma função importante no desenvolvimento de distúrbios metabólicas como a 

obesidade e resistência à insulina (83-86). Foi demonstrado que ácidos graxos saturados 

podem estimular diretamente a sinalização inflamatória dependente do TLR4, atuando como 

ligantes desse receptor (83, 87-90). Corroborando com essas evidências, camundongos 

deficientes em TLR4 não desenvolvem resistência à insulina associada à obesidade (83-85) e 

pessoas obesas com diabetes tipo 2 apresentam níveis de expressão gênica e proteica de TLR4 

significativamente elevados no músculo, o que se correlaciona com a severidade da 

resistência à insulina nesses indivíduos (91). Outro estudo demonstrou que a alimentação rica 

em gordura aumenta a proporção de bactérias gram-negativas que contém LPS na microbiota 

intestinal, além de aumentar os níveis plasmáticos de LPS em camundongos. Esse estado é 

definido como endotoxemia metabólica e resulta em um aumento do tônus inflamatório 

mediado pela ativação do TLR4, em ganho de peso e em diabetes (92-94). 

Do mesmo modo que ocorre com diversos outros tecidos, o SNC, especialmente o 

hipotálamo, também é susceptível a excesso de nutrientes da dieta. Foi mostrado que uma 

dieta rica em gordura é capaz de gerar um estado pró-inflamatório local no hipotálamo de 

ratos (95), e vários estudos indicam o TLR4 como um regulador chave da resistência à 

insulina e no SNC (96-98). 

 A despeito dos vários estudos correlacionando o TLR4 com os efeitos negativos do 

excesso de ingestão de alimentos, pouco se sabe sobre a influência desse receptor sobre os 

efeitos da RED. O que se sabe é que a RED, ao contrário do alto consumo calórico, diminui a 

resistência à insulina e seus níveis plasmáticos em roedores, macacos e humanos (99-101). 

Como a resistência à insulina envolve a participação do TLR4, sua diminuição determinada 

pela RED também deve envolver a participação desse receptor. Além disso, recentemente um 

estudo mostrou que pacientes obesos com diabetes tipo 2 tiveram uma redução da expressão 

de RNA mensageiro de TLR2 e TLR4 em monócitos periféricos após 2 semanas de restrição 

calórica (102). 

 Os TLRs também vêm sendo correlacionados com o estresse oxidativo; por exemplo, 

vários estudos in vivo demonstraram a importância da sinalização do TLR4 na mediação de 

danos por estresse oxidativo em situações de isquemia/reperfusão e choque hemorrágico 
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(revisão em (103)). Durante situações de estresse oxidativo, ocorre a liberação de DAMPs, 

que podem acionar cascatas inflamatórias tanto pela ativação de TLRs quanto por serem 

liberados como consequência da sinalização dos TLRs amplificando ainda mais a inflamação, 

já que a ativação de TLRs nessas situações induz à produção de mais espécies reativas de 

oxigêno (EROs) (103).  

PAMPs originados de patógenos e DAMPs de origem endógena são igualmente efetivos 

na ativação do sistema imune via TLRs, e estresse de origem tanto oxidativa quanto 

infecciosa compartilham a mesma sinalização via TLRs (104-106). Desta forma, a 

mobilização de DAMPs para ativar a sinalização do TLR4 deve representar uma ligação entre 

estresse oxidativo e inflamação. O entendimento das vias que envolvem a sinalização 

inflamatória no estresse oxidativo é essencial para o desenvolvimento de estratégias que 

limitem as suas consequências deletérias. Por fim, dados obtidos durante o meu mestrado 

mostraram que a dieta intermitente reduz significativamente os níveis de RNA mensageiro de 

TLR4 em hipocampo de ratos (36). 

 

1.4 O fator nuclear-B (NF-B) 

 

Os maiores mecanismos de sinalização ativados pelo TLR2 e TLR4 incluem as 

cascatas que levam à ativação do NF-B, um fator de transcrição que é um heterodímero 

constituído de combinações de diferentes subunidades. O NF-B é encontrado em uma 

variedade de tipos celulares, incluindo neurônios e microglia (107), e pode ser ativado por 

diversos estímulos, como o LPS, EROs e citocinas tais como TNF e IL-1 (108, 109).  

Nas células não estimuladas, os dímeros de NF-κB são mantidos em um estado inativo 

no citoplasma pela associação a proteínas da família dos inibidores de NF- κB (IκB) (110). A 

ativação do NF-κB é controlada pelo complexo da IκB quinase (IKK) que consiste em duas 

subunidades catalíticas (IKKα e IKKβ) (111-114) e a subunidade regulatória NEMO 

(modulador essencial do NF-κB, também conhecida como IKKγ) (115, 116). Após a 

estimulação celular, o complexo IKK fosforila duas serinas N-terminal específicas das 

proteínas IB resultando em sua poliubiquitinação e degradação pelo proteossoma 26S, 

permitindo que o NF-B migre para o núcleo e module a transcrição de genes alvos (117). 

Experimentos envolvendo plasticidade e potenciação de longa duração sugerem a 

participação do NF-B na atividade sináptica e na plasticidade neuronal (109, 118, 119). 

Além disso, tem sido demonstrado em culturas de neurônios do hipocampo e do cerebelo de 

camundongos que níveis basais da atividade sináptica ativam o NF-B (120, 121). Foi 
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relatado também que o aumento da atividade do NF-B aumenta a resistência ao estresse 

oxidativo em células neuronais, evidenciando uma ação neuroprotetora para este fator de 

transcrição por suprimir o sinal de morte celular (122). 

O NF-κB também regula a expressão da neurotrofina BDNF; as neurotrofinas 

controlam sobrevivência, diferenciação e sinaptogênese, além de exercer importantes funções 

na plasticidade sináptica no SNC. As respostas fisiológicas das neurotrofinas são mediadas 

pela ativação de duas classes distintas de receptores transmembrana, os receptores da família 

da quinase relacionada a tropomiosina (Trk) e a p75NTR (revisão em (123, 124)). Os efeitos do 

BDNF dependem de sua ligação ao receptor TrkB e subsequente ativação de tirosinas 

quinases presentes no citoplasma. Dessa forma, essa neurotrofina exerce uma importante 

função na proteção neuronal, podendo proteger os neurônios de danos oxidativos resultantes 

de vários tipos de injúrias (125). 

Por outro lado, há estudos que relacionam a ativação do NF-B com processos 

neurodegenerativos, como lesões obtidas por estimulações dopaminérgicas, DP (126) e DA 

(127). Além disso, dados da literatura demonstram que a ativação da resposta imune periférica 

pela administração de LPS em roedores com consequente ativação do NF-B e aumento na 

produção de citocinas pró-inflamatórias pode ocasionar dano cognitivo, ocasionando prejuízo 

no aprendizado e na memória (128-130), uma vez que os receptores de citocinas pró-

inflamatórias estão bem concentrados em áreas associadas à aprendizagem e memória como o 

hipocampo (131, 132). 

Ainda, há estudos que indicam uma função dual do NF-B no SNC. Foi mostrado que 

a ativação do NF-B em neurônios promove sua sobrevivência, enquanto a ativação em 

células gliais e imunes podem mediar processos patológicos inflamatórios (133). 

O NF-B modula a transcrição de genes implicados em vários processos celulares, tais 

como oxido nítrico sintase induzida (Nosi), Il-1, Tnf-α, IB, além de genes relacionados à 

neuroproteção, como o Bdnf. Uma vez que a regulação da expressão destes genes tem 

consequências notáveis para o funcionamento cerebral, o NF-B é também reconhecido como 

um importante modulador dos processos de desenvolvimento, de plasticidade, 

neurodegenerativos e inflamatórios (109, 122, 134, 135). Em linhas gerais, a RED parece 

atuar, dentre outras, em vias associadas à modulação de fatores de transcrição como o NF-B. 

No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares da RED envolvendo a via de 

sinalização TLR4 ou TLR2/NF-κB.  
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1.5 O elemento de resposta ao AMPc (CREB) 

 

O CREB é um fator de transcrição nuclear constitutivamente expresso que regula a 

transcrição de genes envolvidos no funcionamento e na sobrevivência neuronais (136-138). 

Este fator de transcrição, quando ativado, é fosforilado no sítio de serina 133 em resposta a 

múltiplas vias de sinalização (139, 140). Estudos em várias espécies mostraram que, para a 

formação da memória de longa duração, é essencial que ocorra a ativação do CREB e a 

indução da transcrição de genes dependentes de CREB, como c-fos e Bdnf (revisão em (141, 

142)). São observadas deficiências na memória espacial de ratos após infusão intra-

hipocampal de oligonucleotídeos antisense de CREB (143). Além disso, estudos mostraram 

alterações na fosforilação de CREB na região CA1 do hipocampo correlacionadas com o dano 

da memória espacial que ocorre durante o envelhecimento (144).  

Apesar da importância da fosforilação do CREB ser bem documentada para a 

formação de memória de longa duração e da existência de estudos que correlacionam a RED 

com melhora cognitiva, pouco se sabe sobre os efeitos da dieta intermitente sobre a 

modulação do CREB além da participação dos receptores TLR2 e TLR4.  

 

1.6 O fator 2 relacionado ao NF-E2 (NRF2)   

 

 O NRF2 é outro fator de transcrição investigado neste projeto. Ele exerce uma 

importante função na regulação das respostas de detoxificação celular, atuando tanto em 

situações de estresse oxidativo agudo quanto na regulação da atividade oxidativa basal. A 

exposição a estresse oxidativo leva a um aumento da atividade do NRF2 com consequente 

ativação de muitos genes protetores (145-148). 

Alguns dos produtos gênicos regulados pelo NRF2 são enzimas de detoxificação de 

fase II, assim como uma grande quantidade de reguladores redox que inclui, entre outros, a 

hemeoxigenase 1 (HO1) (revisão em (149)). Esta enzima catalisa a conversão do grupo heme 

pró-inflamatório em ferro (Fe3+) e nos componentes anti-inflamatórios monóxido de carbono 

(CO) e biliverdina (150-152), que é subsequentemente convertida em bilirrubina com 

propriedades antioxidantes (153, 154).   

 Pelo menos alguns dos efeitos benéficos da RED são devidos a um aumento da 

resistência contra estresse oxidativo e muito provavelmente devem envolver sinalizações 

como a do NRF2, que é conhecido por suas funções antioxidantes e preventivas do câncer, 

além de, assim como a RED, ser relacionado com aumento de expectativa de vida. Por 
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exemplo, o envelhecimento está associado com um declínio nos níveis de proteínas 

antioxidantes no organismo; a ativação farmacológica do NRF2 mostrou ser capaz de reverter 

esse declínio (155, 156). Apesar de em geral estudos indicarem que o NRF2 é um provável 

efetor de alguns dos efeitos beneficiais da RED, mais estudos ainda são necessários para a 

elucidação dos possíveis mecanismos de ação e as vias de sinalização que envolvem a 

participação desse fator de transcrição.  

 Além do envolvimento com a RED, estudos recentes demonstraram um efeito 

modulatório do NRF2 sobre a resposta imune inata mediada pelo TLR4. Por exemplo, 

camundongos Nrf2
-/- são mais sensíveis à inflamação mediada por bactéria e LPS (157-159), 

um agonista do TLR4. Em um modelo de peritonite aguda e choque induzido por LPS, 

camundongos Nrf2
-/- apresentaram uma maior mortalidade quando comparados com 

camundongos Nrf2
+/+. Da mesma forma, o desafio com LPS induz uma hiperinflamação no 

pulmão de camundongos Nrf2
-/-. Análise de expressão gênica global por microarray revelou 

um aumento da expressão de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão e outros efetores da 

resposta imune inata no pulmão de camundongos Nrf2
-/- após desafio com LPS (157). Além 

disso, a estimulação com LPS resulta em um aumento da atividade da IKK e subsequente 

fosforilação de IκB e translocação nuclear do NF-κB em macrófagos Nrf2
-/-, além do aumento 

da produção de EROs induzido por LPS, quando comparados com macrófagos Nrf2
+/+ (157, 

160). Entretanto, os eventos de sinalização responsáveis pela amplificação da resposta imune 

inata desencadeada pelo TLR4 ou TLR2 em animais Nrf2
-/- são desconhecidos. 

 

1.7 O forkhead box O (FOXO) 

 

Os fatores de transcrição da família FOXO, que incluem FOXO1, FOXO3, FOXO4 e 

FOXO6, são reguladores transcricionais caracterizados pelo domínio de ligação ao DNA 

“forkhead Box” conservado (161). Essas proteínas modulam uma grande variedade de genes, 

todos ligados ao controle sobre o metabolismo energético em resposta a alterações ambientais 

como, por exemplo, a restrição ou disponibilidade de alimento. Além disso, assim como o 

NRF2, o FOXO também é ativado e regulado por estresse oxidativo, e um aumento dos EROs 

intracelulares induz a sua translocação para o núcleo, onde encontra-se transcricionalmente 

ativo (revisão em (162)).  

A estimulação dos receptores de insulina após o consumo de alimentos leva à ativação 

da via PI3K/AKT, que atua inativando os fatores de transcrição FOXO por fosforilação. 

Dessa forma, durante a RED ocorre uma complexa interação entre a ativação e desativação 
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dos fatores FOXO, que pode resultar em efeitos potencialmente benéficos dependendo das 

condições celulares predominantes. Em situações de estresse, a família de FOXO de 

mamíferos promovem a sobrevivência celular através da regulação da apoptose, o controle 

dos pontos de checagem do ciclo celular e a resistência a estresse oxidativo (163, 164). A 

ativação de FOXO3 ou FOXO4 leva a um aumento do intervalo da fase G1 do ciclo celular e 

aumenta a apoptose, provavelmente como uma forma de eliminar as células afetadas por 

estresse oxidativo (165). Dessa forma, a modulação na via PI3K/AKT pode exercer uma 

grande influência sobre a sobrevivência celular e essa modulação pode ser crítica para a 

ocorrência dos efeitos benéficos da RED no organismo. 

A RED desacopla a sinalização da insulina e FOXO através da redução dos níveis 

plasmáticos de insulina em ratos (166). Essa redução resulta em diminuição da fosforilação de 

AKT no fígado (167) e diminuição da expressão de PI3K no músculo (168). Além disso, 

ocorre um aumento compensatório da expressão de FOXO pela RED (167, 169-171). 

Portanto, quando a sinalização da insulina é reduzida, por exemplo durante a RED, ocorre o 

aumento tanto da translocação de FOXO para núcleo quanto da expressão de FOXO (167, 

169-171). 

Em ratos, foi mostrado que a RED atenua a redução da atividade transcricional do 

FOXO1 no fígado que ocorre em resposta à sinalização da insulina ativada pela glicose 

circulante (172). Outro estudo mostrou que células tumorais humanas implantadas em 

camundongos que não respondiam ao efeito antineoplásico da RED possuíam mutações que 

causavam a ativação constitutiva da via PI3K/AKT e com isso uma menor ativação de 

FOXO1. A hiperexpressão de FOXO1 aumentou a resposta dessas células à RED e análises 

imunohistoquímicas também mostraram uma maior localização nuclear de FOXO1 após a 

RED. Esse estudo mostrou claramente a necessidade da via PI3K/AKT/FOXO1 funcionando 

corretamente para que ocorra os efeitos antineoplásicos da RED (173). Ainda, recentemente 

foi mostrado que a RED aumenta a expressão de genes relacionados com a proteção contra 

estímulos estressores, apoptose e reparo de DNA em resposta ao estresse oxidativo no fígado 

e hipocampo e que esses efeitos benéficos da RED foram diminuídos nesses tecidos em 

camundongos com expressão de FOXO1 reduzida (174) 

Atualmente ainda há poucas evidências do papel do FOXO1 nos efeitos da RED no 

SNC e, apesar de um estudo recente que mostra um importante papel do FOXO na 

homeostase da imunidade inata (175), pouco se sabe sobre sua relação com os receptores 

TLR4. O que se sabe é que o FOXO traduz os estímulos ambientais, incluindo o estímulo 
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estressor induzido pela RED, em mudanças nos programas de expressão gênica que podem 

resultar em longevidade e envelhecimento saudável do organismo. 
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6 CONCLUSÃO 
 

Em conclusão, os nossos resultados sugerem que os receptores TLR4 e TLR2 

participam da modulação pela dieta intermitente dos fatores de transcrição NF-κB, CREB, 

AP1, NRF2 e das proteínas moduladas por esses fatores de transcrição como o BDNF, HO1, 

enzimas antioxidantes, chaperonas e diversas citocinas inflamatórias. Estas alterações, 

principalmente o aumento dos níveis de estresse oxidativo, a redução de BDNF e a redução da 

atividade dos fatores de transcrição NF-κB e AP-1 no hipocampo, estão possivelmente 

correlacionadas com o déficit de memória de referência, contextual e operacional apresentado 

nos animais Tlr2
-/- e/ou Tlr4

-/-. Os resultados estão resumidos nos Esquemas 3 e 4 e nos 

Anexos E e F. Devido à abrangência de sinalizações envolvidas nos resultados inéditos deste 

trabalho, mais estudos nessa área poderiam contribuir para a completa elucidação dos 

mecanismos moleculares envolvidos. 
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Tlr4
-/-

 D vs. D 

 
 

Esquema 3. Representação dos resultados do grupo Tlr4
-/- submetido ao protocolo de dieta intermitente em 

relação ao grupo controle submetido à dieta intermitente, demonstrando o resultado da ausência de 
TLR4 na dieta. Os resultados sugerem que, na ausência do receptor TLR4, a dieta intermitente leva 
a um aumento dos níveis de estresse oxidativo (EROs), que pode contribuir para a redução 
observada na atividade dos fatores de transcrição NF-κB e CREB, e aumento da atividade de AP1 
no SNC. Consequentemente, há uma redução da expressão dos genes alvos modulados por NF-κB e 
CREB, como Bdnf1, IL-12, IL-15 e RANTES. Há ainda um aumento dos níveis de Cat e P53, 
provavelmente em resposta aos elevados níveis de EROs. Perifericamente, foi observado uma 
redução dos níveis de 3-hidroxibutirato e creatina circulantes, que podem, juntamente com o 
aumento de EROs e a redução de Bdnf1 e da atividade e NF-κB e CREB, contribuir para a redução 
da função cognitiva observada nos camundongos Tlr4

-/- submetido à dieta intermitente.  
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Tlr2
-/-

 D vs. D 
 

 
 

Esquema 4. Representação dos resultados do grupo Tlr2
-/- submetido ao protocolo de dieta intermitente em 

relação ao grupo controle submetido à dieta intermitente, demonstrando o resultado da ausência de 
TLR2 na dieta. Os resultados sugerem que, na ausência do receptor TLR2, a dieta intermitente leva 
a uma redução na atividade dos fatores de transcrição NF-κB, CREB e NRF2 e aumento da 
atividade de AP1 no SNC. Consequentemente, há uma redução da expressão dos genes alvos 
modulados por NF-κB e CREB e NRF2, como BDNF e HO1. Há ainda uma redução dos níveis de 
GST e SOD2, e da razão GPx/GR. Contudo, na ausência de dados relativos aos níveis de estresse 
oxidativo impede uma melhor interpretação desses dados. A redução dos níveis de BDNF e da 
atividade de NF-κB e CREB podem contribuir para a redução da função cognitiva observada nos 
camundongos Tlr2

-/- submetido à dieta intermitente.  
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