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RESUMO

Mundialmente, o aumento do consumo de dietas com alto teor de gorduras e carboidratos estéd
relacionado ao crescente nimero de individuos com sobrepeso e obesidade. O cérebro é um
regulador chave do metabolismo energético e o hipotdlamo, especificamente, contém neuronios
orexigenos e anorexigenos (que integram sinais metabolicos gerados perifericamente,
modulando o apetite. Por outro lado, pesquisas emergentes apontam a susceptibilidade do
hipocampo a danos por fatores alimentares. Nossa hipdtese neste estudo € de que o alto
consumo de gorduras na dieta, leva ndo somente a alteracdes hipotaldmicas, como também
hipocampais, prejudicando sua correta funcionalidade no controle do balanco energético. Para
isso, avaliamos o impacto do consumo da dieta hiperlipidica, de forma temporal em
camundongos, sobre diversos fatores que podem culminar em alteragdes funcionais,
comportamentais e bioquimicas associadas a um aumento da susceptibilidade do sistema
nervoso central a neurodegeneragdo. Investigamos a funcao cognitiva e de humor, bem como a
integridade da barreira hematoencefdilica e as fungdes sindptica, mitocondrial e inflamatdria.
Mostramos que a memoria de reconhecimento e o comportamento humoral estdo
comprometidos apds apenas 3 e 5 dias de ingestao da dieta hiperlipidica, respectivamente. Esses
eventos sdo acompanhados por alteragcdes detectaveis nos neurdnios pré-sindpticos, observados
apo6s 7 dias de dieta hiperlipidica. A fun¢ao mitocondrial hipocampal também ¢ afetada, assim
como a ativacdo astrocitdria, mesmo que visualizadas apds um periodo maior do consumo da
dieta (28 dias). Também demonstramos que o aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefilica (BHE) e a sintese de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1 sdo
os primeiros mecanismos modulados pela dieta, ocorrendo a partir do segundo dia de ingestao
de alto teor de gordura saturada. Quando tratados com Infliximab, anti-inflamatério antagonista
ao TNF-a, e concomitantemente submetidos a dieta hiperlipidica, as alteragdes
comportamentais e da BHE foram prevenidas. Ainda, buscamos avaliar a regulacdo do apetite
durante processos inflamatorios sist€émicos. Para isso, investigamos a possivel ligacdo entre os
neurdnios orexigenos AgRP e a endotoxemia, a fim de esclarecer o mecanismo biolégico que
governa um aparente paradoxo, o de reduzir o consumo de alimentos durante um processo de
alta demanda de energia, como inflamacdo sist€mica. Ao avaliarmos a atividade dos neuronios
AgRP, observamos que estes se mantém ativos sob endotoxemia induzida por injecao de LPS,
detectam o déficit caldrico no estado de jejum, mas ndo promovem alimenta¢do, mantendo
estado de anorexia. Demonstramos que durante a inflamacdo sistémica, a barreira
hematohipotalamica (BHH) sofre aumento na sua permeabilidade, com alteragdes na expressao
da ocludina, permitindo a infiltracdo de linfocitos T. As células T aumentam a expressao da
elastase leucocitdria quando os neurdnios AgRP estdo ativados, sendo reduzidas durante a
inflamacdo. Ao mesmo tempo, a atividade proteolitica da granzima B encontra-se aumentada
durante o estado de inflamacao sistémica e ativacdo dos neurénios AgRP. Os efeitos benéficos
da atividade de AgRP sobre a inflama¢do também puderam ser observados com a reducdo da
expressdo proteica de TNF-o e IL-1f3 na fase aguda da doenca, além de reduzir também a
expressdo génica de diversas citocinas pré-inflamatérias no célon, o que comprova a
comunicacdo cérebro-sistema imune e reguladores da atividade imune mediada pelo sistema
nervoso central.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Metabolismo energético. Cogni¢do. Transtornos de
humor. Barreira hematoencefélica. Inflamagdo. Neurdnios AgRP.



ABSTRACT

Worldwide, the increase in consumption of high-fat (HFD) and high-carbohydrate diets is
related to the growing number of overweight and obese individuals. The brain is a key regulator
of energy metabolism, and the hypothalamus specifically, contains orexigenic and anorectic
neurons that integrate peripherally generated metabolic signals, modulating appetite. On the
other hand, emerging research points to the hippocampus' susceptibility to damage by dietary
factors. Our hypothesis in this study is that the high consumption of fats in the diet, leads not
only to hypothalamic changes, but also hippocampals, impairing its correct functionality in
energy balance control. To this, we sought to evaluate the impact of a high-fat diet consumption
in mice, in a time-course way, on several factors that may culminate in functional, behavioral
and biochemical changes associated with an increased susceptibility of the central nervous
system to neurodegeneration. We investigated cognitive and mood function, as well as the
integrity of the blood-brain barrier and synaptic, mitochondrial and inflammatory functions.
We have shown that recognition memory and mood behavior are compromised after only 3 and
5 days of HFD, respectively. These events are accompanied by detectable changes in
presynaptic neurons, observed after 7 days of HFD. The hippocampal mitochondrial function
is also affected, as well as astrocyte activation, even if seen after a longer period of consumption
of the diet (28 days). We also demonstrated that the increased blood-brain barrier (BBB)
permeability and the synthesis of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a e IL-1f3, are the
first mechanisms modulated by the diet, occurring from the second day of high saturated fat
intake. When treated with Infliximab, an anti-inflammatory antagonist to TNF-a, and
concomitantly subjected to the HFD, behavioral and BBB alterations were prevented. Still, we
seek to assess the regulation of appetite during systemic inflammatory processes. For this, we
investigated the possible link between the AgRP hunger-promoting neurons and endotoxemia,
in order to clarify the biological mechanism that governs an apparent paradox, of reducing food
consumption during a process of high energy demand, such as systemic inflammation. When
evaluating the activity of AgRP neurons, we observed that they remain active under LPS
injection-induced endotoxemia, detect the caloric deficit during fasting, but do not promote
food intake, maintaining anorexia. During systemic inflammation, the hemato-hypothalamic
barrier (BHH) undergoes an increase in its permeability, with alterations in the expression of
ocludin, allowing the infiltration of T lymphocytes. T cells increase the expression of leukocyte
elastase when the AgRP neurons are activated, being reduced during inflammation. At the same
time, the proteolytic activity of granzyme B is increased during the state of systemic
inflammation and activation of AgRP neurons. The beneficial effects of AgRP activity on
inflammation could also be seen with the reduction of protein expression of TNF-a e IL-1f in
the acute phase of the disease, in addition of reducing the gene expression of several pro-
inflammatory cytokines in the colon , which proves the brain-immune system communication
and regulators of immune activity mediated by the central nervous system.

Keywords: High-fat diet. Energy metabolism. Cognition. Mood disorders. Blood-brain barrier.
Inflammation. AgRP neurons.
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APRESENTACAO

Esta tese estd apresentada em se¢des organizadas da seguinte maneira: Introdugdo,
Resultados (Capitulo I e Capitulo II), Discussiao, Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

Na Introdugdo, sdo apresentados os temas estudados, a fundamentacio tedrica que nos
levou ao desenvolvimento deste trabalho e os focos de estudo, descritos no item Objetivos.

A secdo de Resultados estd dividida em dois capitulos, de acordo com os diferentes focos
de estudo. Em cada capitulo estdo descritos os materiais € métodos utilizados, bem como os
resultados obtidos, sendo o primeiro capitulo o artigo cientifico submetido.

Capitulo I: Rapid impairment of hippocampal function by intervention of high-fat
diet in mice. Este capitulo refere-se ao projeto principal desta tese de doutorado, no qual
metodologia e desenhos experimentais abordados foram conduzidos na Universidade Federal
de Santa Catarina.

Capitulo II: Appetite regulation during endotoxin-mediated systemic inflammation.
Este capitulo refere-se ao projeto de doutorado sanduiche realizado no Instituto Rowett,
vinculado a Universidade de Aberdeen, Reino Unido, sob a supervisao do Dr. Giuseppe
D" Agostino, com bolsa de estudos concedida pela Capes (PDSE).

A Discussao contém a argumentacao bibliograficamente embasada da interpretacio e da
importancia dos resultados obtidos nos capitulos descritos. A secdo Conclusdes aborda as
hipdteses concluidas na tese. A secdo Referéncias Bibliograficas lista elementos bibliograficos

utilizado na redacgao da tese.
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1 INTRODUCAO

O que nos leva a comer? Uma resposta pode abranger: a necessidade de
sobreviver; rotinas ou padrdes bem estabelecidos de comportamento alimentar (por exemplo,
comer em determinados momentos do dia); e/ou porque gostamos principalmente do sabor e
das sensagOes agraddveis ao ingerirmos determinados alimentos. Atualmente vivemos em uma
cultura onde alimentos e bebidas altamente palatdveis e densos em energia s@o abundantes e
onde a propaganda e outras manobras de marketing visam o aumento do consumo desses
alimentos (Johnson, 2013). Embora estejamos cientes de que o mantra “Coma bem e se
exercite” ¢ o segredo para promover a estabilidade do pesocorporale a boa
saude, esse ambiente “obesogénico” muitas vezes leva ao aumento do consumo de dietas ricas
em gorduras saturadas e agicares processados. Nos dltimos 30 anos, o aumento do consumo de
uma dieta hiperlipidica, principalmente gordura saturada, levou grande parte da populacdo que

vive nesses lugares a entrar em um quadro de sobrepeso ou obesidade (Ford & Mokdad, 2008).

1.1 DISFUNCOES METABOLICAS INDUZIDAS PELA DIETA HIPERLIPIDICA

Um grande nimero de estudos demonstra que a adocdo de uma alimentagdo com alto
teor de gordura saturada estd relacionada ao desenvolvimento de distirbios metabolicos. Véarios
mecanismos sao propostos para explicar como o consumo da dieta hiperlipidica contribui para
as alteracdes no metabolismo, e incluem modificagdo dos hormonios / citocinas circulantes e
aumento da disponibilidade de acidos graxos (AGs) que, por sua vez, promovem o acumulo de
lipidios intracelulares e o estresse celular, dando origem ao conceito de "lipotoxicidade" e
"gordura ectopica" (Mittendorfer et al., 2009). A funcionalidade do tecido adiposo desempenha
um papel critico na homeostase lipidica e glicémica. Uma das principais fungdes do tecido
adiposo branco (TAB) € a liberacdo de AGs nao esterificados na circulagdo durante o jejum e
outros estados que demandam energia, como em exercicios fisicos. A lipdlise irrestrita, que
leva ao aumento dos AGs circulantes no estado absorvente, tem sido associada a incorporagdo
de lipideos no musculo (Bergman e Ader, 2000), no figado (Boden et al., 1994), a resisténcia a

insulina e a esteatose hepdtica (Ginsberg et al., 2000).
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Ao longo das dltimas décadas, pesquisas estabelecem o conceito de que o sistema
nervoso central (SNC) é o sistema regulador-chave do metabolismo energético de todo o corpo,
desempenhando um papel importante no controle do consumo calérico e em manter a
homeostase metabdlica (Glavas et al., 2007). Nesse sentido, a homeostase energética requer a
comunicacdo entre o corpo € o cérebro. Essa comunicacdo € possivel através conexdes
neuroenddcrinas, em que o SNC integra e responde a vdarios hormoOnios homeostaticos,
neurotransmissores, nutrientes e sinais neuronais ascendentes que reportam o estado nutricional
do corpo (Dietrich e Horvath, 2013; Morton et al., 2014). Acredita-se que os principais alvos
destes sinais sejam neurdnios presentes no hipotdlamo - localizado na parte basal do encéfalo -
e em estruturas relacionadas que integram esta informacdo, a fim de gerar uma representacao
central do estado fisioldgico e da integrac@o de sinais metabdlicos gerados perifericamente e
direcionados ao SNC (Clemmensen et al., 2017).

De fato, populacdes especificas de neur6nios no nicleo arqueado (ARC),
localizado basalmente no hipotdlamo e adjacente ao terceiro ventriculo (3V), a eminéncia
média (EM) e ao hipotdlamo ventromedial (HVM), sdo capazes de detectar e integrar sinais
circulantes nos circuitos cerebrais que modulam o apetite (Williams e Elmquist, 2012). Dessa
forma, possuem funcdes fundamentais na regulacdo do balango energético, representando o
principal local encefdlico de integracdo de sinais relacionados ao apetite (Grill e Hayes,
2012; Rinaman, 2010; Wu et al., 2012). Anatomicamente, o ARC possui uma localiza¢io
privilegiada por estar entre um 6rgao circunventricular, a EM, onde a barreira hematoencefalica
(BHE) ¢ mais permedvel através dos capilares fenestrados, facilitando a acessibilidade dos
sinais circulantes (Ciofi et al., 2009); e por estar adjacente ao HVM, conhecido como “centro
de saciedade” do cérebro (Sainsbury et al., 2010).

Em particular, a consciéncia interoceptiva da suficiéncia calérica e o inicio de
comportamentos relacionados a alimentacdo dependem, em parte, do sistema
da melanocortina (Cowley et al., 1999; Sternson, 2013). Esse sistema tem sido extensivamente
estudado por seu papel na regulac@o do apetite, peso corporal e metabolismo; e € definido por
neurdnios que coexpressam neuropeptideoas orexigenos e anorexigenos. Entre os
neuropeptidios orexigenos estdo a proteina relacionada ao gene agouti (AgRP) e o
neuropeptideo Y (NPY), enquanto os anorexigenos incluem a pré-opiomelanocortina (POMC),

o transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) (Diéguez et al., 2011; Myers e Olson,
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2012; Williams e Elmquist, 2012) e, recentemente identificado, as células expressando
colecistocinina (CCK) no nucleo do trato solitario (NTS) (D'Agostino et al., 2016).

Os neurdnios AgRP e POMC sdao os dois conjuntos celulares mais amplamente
estudados que controlam a alimentagdo. Os neurdnios AgRP sdo ativados pela grelina, um
hormonio liberado pelo estdmago antes das refei¢des ou durante o jejum, e promovem a busca
e o consumo de alimentos. Ja os neurdnios POMC sao ativados pela insulina, leptina e pelo
aumento dos niveis de glicose no sangue, promovendo saciedade e aumento do gasto energético
através da liberacdo de transcritos pOs-traducionais, como o hormonio estimulador de a-
melanocitos (a-MSH). Esses dois conjuntos de neurdnios estdo entremesclados no ARC
hipotalamico e se projetam amplamente para um conjunto comum de estruturas subcoradicas,
onde tém efeitos opostos sobre a ingestdo de alimentos e outros parametros autondomicos e
comportamentais modulados pelo equilibrio e demanda energéticos (revisado em Andermann e

Lowell, 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Controle do equilibrio energético.
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A) representacio da localizacio do nicleo arqueado (ARC) hipotalamico no encéfalo de camundongos.
B) neurénios do ARC controlam o apetite: (1) neurdnios que produzem a proteina relacionada
a agouti (AgRP), aumentando a ingestdo alimentar e reduzindo o gasto energético e (2) neurdnios pré-
opiomelanocortina (POMC) que liberam o hormoénio estimulante de a-melanocito (a-MSH), reduzindo
a ingestdo alimentar e aumentando o gasto energético. O o-MSH estimula os receptores da
melanocortina (MCR-3 e MCR-4) nos nicleos paraventriculares (NPV), que entdo ativam as vias
neuronais que se projetam para o nicleo do trato solitirio, aumentando a atividade simpdtica e o gasto
energético. O AgRP atua como um antagonista do MCR-4. Insulina e leptina sdo hormonios que inibem
os neurdnios AgRP e estimulam os neur6nios POMC adjacentes, reduzindo assim a ingestdo alimentar.
A grelina, um hormonio secretado pelo estdmago, ativa os neuronios AgRP, estimulando a ingestao de
alimentos. LepR, receptor de leptina; Y 1R, receptor do neuropeptideo Y1.

Tradicionalmente, os pesquisadores costumavam avaliar os problemas resultantes da
dieta hiperlipidica e distirbios metabdlicos relacionados (Diabetes tipo II, obesidade,
hipertensdo) por um lado; e as doengcas do SNC por outro, como etiologias distintas, com

funcdes bioldgicas subjacentes que dependem em estruturas e circuitos cerebrais amplamente
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separados. No entanto, evidéncias epidemioldgicas e experimentais mais recentes indicam que
a obesidade e o consumo de uma dieta rica em gordura estao correlacionados a danos estruturais
e funcionais no SNC frequentemente associados a transtornos neuropsiquidtricos e a doencas
neurodegenerativas (Vanhanen et al, 2006; Komulainenet al., 2007;Panzaet al.,
2010; Kaidanovich-Beilin et al., 2012; Yates et al., 2012; Zhang e Tian, 2014). Nao h4 didvida
de que a compreensdo das respostas aos sinais enddcrinos € crucial para o diagnéstico e o
gerenciamento de muitas condicdes patoldgicas.

Uma marca registrada da obesidade € a resisténcia a leptina, ou seja, altos niveis de
leptina na circulag@o sao incapazes de promover seus efeitos anorexigenos centrais (Bjgrbaek,
2009). A leptina tem um efeito adipostético robusto no hipotdlamo promovendo a saciedade e
aumento do gasto energético (Zhang et al., 1994). No inicio, pensou-se que a leptina
recombinante exdgena seria uma ferramenta farmacoldgica util para o tratamento da obesidade.
No entanto, os estudos realizados na segunda metade da década de 1990 sugeriram que a
maioria dos modelos humanos e animais de obesidade sdo hiperleptinémicos e resistentes as
acoes adipostdticas da leptina, o que resulta no controle an6malo da alimentacdo e da
termogénese (Heymsfield et al., 1999; Fruhbeck et al., 2000). A investigacdo dos mecanismos
que culminam na resisténcia a leptina revelou que a hiperleptinemia cronica poderia induzir
uma maior expressao hipotalamica do supressor da sinalizacio de citocinas 3 (SOCS-3), o que,
por sua vez, inibe a ativacdo da Janus cinase 2 (JAK?2) ativada por leptina (Bjorbaek et al.,
1999). Em modelos animais de obesidade genética e induzida por dieta, a ativacdo de uma
resposta inflamatéria no hipotdlamo leva a resisténcia molecular e funcional aos
hormonios adipostaticos leptina e insulina, resultando em um controle defeituoso da ingestao
alimentar e do gasto energético (Carvalheira et al. al., 2001; De Souza et al., 2005).

A grande maioria dos estudos referentes ao consumo de dieta hiperlipidica indica
alteracdes predominantemente no hipotdlamo uma vez que, como j4 abordado, esta diretamente
relacionado ao comportamento apetitivo e as informacdes aferentes do intestino,
desempenhando um papel importante na compreensdo das alteragdes metabodlicas resultantes
da dieta (revisado em Velloso e Schwartz, 2011). E bastante claro que manipulacdes no
hipotdlamo (sejam elas cirdrgicas, genéticas ou hormonais) podem ter efeitos profundos na

alimentacdo e no ganho de peso corporal em modelos experimentais € que o aumento nha
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ingestdo caldrica e na regulacdo do peso corporal em humanos sdo acompanhados por
alteracdes acentuadas nas vias de sinalizacdo neuro-hormonais hipotalamica (Benoit et al.,
2009). Curiosamente, ao contrario do que se pensava de que as outras regides do cérebro eram
poupadas, hd boas razdes para acreditar que o hipocampo também pode ser particularmente
suscetivel a danos por fatores alimentares (Davidson et al., 2007).

Pertencente ao sistema limbico, o hipocampo desempenha importantes papeis no
aprendizado e na consolidacdo de informagdes da memoria de curto prazo para a memoria de
longo prazo (Amaral e Lavenex, 2007) e também na memoria espacial e declarativa
(Squire e Schacter, 2002). Os neurdnios piramidais do hipocampo possuem uma demanda
metabdlica particularmente alta, criando assim um perfil metabdlico Unico que parece tornar
esses neurdnios especialmente sensiveis aos danos causados por uma variedade de insultos
ambientais e bioldgicos. Esses e outros neur6nios do hipocampo dependem muito da
fosforilagdo oxidativa e das mitocondrias para obter energia, e as anormalidades em qualquer
um desses mecanismos comprometem a integridade do hipocampo (revisado em Michaelis,
2012). Nesse sentido, estudos recentes indicam que danos seletivos no hipocampo em roedores
e patologias que estdo amplamente confinadas ao hipocampo em humanos estdo associados ao
aumento da ingestdo de alimentos (Davidson et al., 2005) e da frequéncia das refei¢Ges
(Rozin et al., 1998). Assim, sugere-se que os fatores alimentares também estdo associados ao
surgimento da patologia do hipocampo, a qual estd relacionada ao aumento da ingestdo

alimentar e ganho de peso corporal.

1.2 DESREGULACAO ENERGETICA versus COMPROMETIMENTO COGNITIVO

Na regulacdo da ingestdo de alimentos, o papel do aprendizado e da memoria
dependentes do hipocampo foi desencadeado pela descoberta de que pacientes com episodios
de amnésia por dano hipocampal bilateral eram capazes de comer uma segunda refeicao
apresentada menos de 15 minutos apds a primeira (Hebben et al., 1985; Rozin et al., 1998).
Pesquisas subsequentes mostraram que quando a capacidade dos participantes de recordar a
ingestdo prévia de alimentos é aumentada ou prejudicada experimentalmente, isso diminui ou
aumenta respectivamente a ingestdo posterior de alimentos (Higgs, 2002; Higgs et al., 2008;
Mittal et al., 2011). Esses achados sugerem que a memoria episddica do que foi ingerido

contribui para a regulacdo da ingestao de alimentos. Sendo a principal regido responsavel pelos
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processos de aprendizado e memdria, o hipocampo torna-se vulnerdvel as fases iniciais das
deméncias neurodegenerativas, incluindo deméncia vascular e doenca de Alzheimer (Kanoski e
Davidson, 2011).

Pesquisas emergentes apontam evidéncias entre as semelhancas nas etiologias
associadas ao consumo elevado de gordura saturada e acucares simples ao aumento da
incidéncia da doenc¢a de Alzheimer (Berrino, 2002; Pasinetti e Eberstein, 2008) e formas mais
leves de disfuncdo cognitiva (Eskelinen et al., 2008; Jurdak et al., 2008). As fun¢des cognitivas
que possivelmente sdo comprometidas pela alta ingestao de gordura saturada incluem memoria
espacial, memoria declarativa, memoria de trabalho, atengdo e controle inibitério.

O consumo excessivo da dieta hiperlipidica € associado a alteragdes de memoria e
aprendizado em criancas (Baym et al., 2014), adultos (Gibson et al., 2013) e em idosos
(Gardener, 2014), indicando que o excesso de gordura na dieta impacta a cognicdo durante
todas as etapas da vida. Estudo clinicos comprovam que a obesidade na meia idade € um fator
de risco independente para o desenvolvimento de transtorno cognitivo e da doenca de
Alzheimer no envelhecimento (Kivipelto et al., 2001; Kalmijn et al., 2004; Tolppanen et al.,
2015). O estudo transversal em uma populacdo de meia idade, realizado por Kalmijn e
colaboradores (2004) demonstrou que individuos que consomem maior quantidade de gordura
saturada e/ou rica em colesterol possuiam um risco aumentado de fungdes cognitivas
prejudicadas, incluindo memdria, velocidade e flexibilidade, em relagdo aqueles cuja gordura
da dieta deriva-se em maior parte do consumo de peixes. Ha ainda relatos clinicos de reducao
de memoria de sensibilidade a sinais interoceptivos relacionados a esta dieta (Francis e
Stevenson, 2011). O aumento do consumo de gorduras na dieta também foi associado a0 maior
comprometimento cognitivo em um escore global que avalia memoria imediata e atrasada,
memoria de trabalho e fluéncia verbal (Devore et al., 2009; Morris et al., 2004). Além disso,
evidéncias bastante recentes demonstram que o déficit cognitivo ndo ocorre apenas apos a
ingestdo excessiva de dieta rica em gordura a longo prazo, mas também apds curtos periodos
de ingestdo. Attuquayefio e colaboradores (2017) reportaram que a ingestdo de dieta
hiperlipidica por apenas 4 dias induziu altera¢des cognitivas em adultos jovens sauddveis. Por
outro lado, um estudo longitudinal realizado entre idosos, constatou que a alta adesdao a uma

dieta nutricionalmente equilibrada foi inversamente associada ao declinio cognitivo em



24

comparacao a alta adesao a um padrao alimentar ocidental, positivamente associado a prejuizos
na cognicao (Shakersain et al., 2015).

Em estudos experimentais, roedores t€ém sido submetidos a dieta hiperlipidica por
diferentes periodos no intuito de investigar a correlagcdo entre os hdbitos alimentares ocidentais
e a funcdo cognitiva. Camundongos C57BL/6 apresentam comprometimento de memoria
espacial avaliada pelo teste de realocacdo do objeto (Heyward et al., 2012) e labirinto em T
(Pistell et al., 2010) apdés o consumo de dieta hiperlipidica por 22 e 16 semanas,
respectivamente. De forma interessante, Kaczmarczyk e colaboradores (2013) demonstraram
que a memoria de reconhecimento dos animais é comprometida com 1 e 3 semanas de dieta
rica em gordura, e esta € restaurada ao substituir a dieta hiperlipidica por uma dieta com baixo
teor de gordura.

Além disso, existem fortes correlagdes positivas entre o indice de massa corporal (IMC)
e o desenvolvimento da doenca de Alzheimer em varios grupos etarios (Kivipelto et al., 2005;
Cohen et al.,, 2011; Benito-Ledén et al., 2013; Reinert et al., 2013). O estudo de base
populacional de Kivipelto e colaboradores (2005), avaliou a associa¢cdo entre o IMC na meia-
idade e o agrupamento de vdrios fatores de risco vasculares com deméncia e doenga de
Alzheimer em idade mais avancada e mostrou que a correlacdo entre obesidade e déficit
cognitivo existe, e que o risco aumenta de maneira aditiva com a presenga de fatores de risco
vascular. E importante ressaltar que, embora essas correlacdes sejam robustas e tenham sido
encontradas em diversos estudos longitudinais e transversais (Sellbom e Gunstad, 2012), nao
estd totalmente claro se o comprometimento cognitivo e o risco elevado de desenvolver
deméncia sdo caracteristicas que precedem o desenvolvimento da obesidade, ou ainda, se o
proprio desenvolvimento da obesidade estd causando deficiéncias cognitivas que levam a
deméncia. Além disso, dado que altos niveis de adiposidade e obesidade sdo resultado, e sdo
exacerbados, pelo consumo excessivo de fatores alimentares ndo sauddveis comuns a dieta
ocidental, as contribuicdes relativas da dieta hiperlipidica sobre o comprometimento cognitivo
ainda ndo estdo totalmente entendidas.

Assim, pesquisas anteriores sugerem que: i) o hipocampo estd envolvido na regulacao
da ingestdo de energia, através da mediacdo de sinais internos de fome e saciedade e memoria
episddica e, ii) o consumo de uma dieta hiperlipidica prejudica a fun¢do do hipocampo em

animais, desencadeando a disfuncdo cognitiva.
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1.3 A INGESTAO DA DIETA HIPERLIPIDICA E OS TRANSTORNOS DE HUMOR

O aumento da ingesta de gorduras saturadas e da prevaléncia de obesidade coincide
com o aumento de transtornos de humor e fatores psicologicos adversos, principalmente
transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) na infancia, impulsividade,
depressao e ansiedade (Puder e Munsch, 2010). Evidéncias indicam que os transtornos de
obesidade e humor estdo intrinsecamente ligados e compartilham uma série de fatores clinicos,
neurobioldgicos, genéticos e ambientais. Devido a limitacdo em determinar a causalidade dos
disturbios psicoldgicos humanos, com sua heterogeneidade fenotipica e fisiopatoldgica, a
natureza dessa associacdo permanece pouco compreendida. Existem inconsisténcias
significativas nos estudos que avaliam distirbios metabdlicos e de humor, e como resultado,
varias questdes persistem sobre a validade e a generalizagcdo dos resultados.

Experimentalmente, ao avaliar o efeito de uma dieta rica em gordura, Xue
colaboradores (2018) demonstraram que camundongos obesos desenvolveram um
comportamento tipo-ansioso apds o consumo da dieta por 4 semanas. Outro estudo
experimental recente demonstrou que o comportamento tipo-ansioso de camundongos
submetidos a uma dieta hiperlipidica por 12 semanas estava vinculado a alteracdes metabdlicas
(hiperinsulinemia,  intolerancia ~a  glicose) e  sinais  pro-inflamatérios  no
ntcleo acumbens (NAc), uma regido cerebral implicada nos déficits heddnicos associados a
ansiedade e no controle de comportamentos motivados por alimentos (Décarie-Spain et al.,
2018).

Além disso, dados epidemioldgicos e de coorte indicam associagdo convergente e
bidirecional entre as alteracdes metabdlicas e a depressao, e alguns autores tentaram descrever
um subtipo especifico de transtorno de humor caracterizado por uma maior incidéncia de
obesidade e problemas metabdlicos (revisado em Mansur et al., 2015). Em um estudo de base
populacional de adultos jovens, mulheres com sindrome metabdlica na infancia apresentaram
niveis mais altos de sintomas depressivos na idade adulta, e a gravidade desses sintomas
aumentou de acordo com a exposi¢do a sindrome metabdlica ao longo da vida (Pulkki-
Raback et al., 2009). Ao tratar farmacologicamente pacientes idosos para a depressio, o estudo
de Mulvahill e colaboradores (2017) demonstrou que os individuos com alteracdes no

metabolismo da glicose e dislipidemias estavam associados a maior gravidade dos sintomas e
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cronicidade da depressao, além de obterem um tempo prolongado para a remiss@o dos sintomas.
De forma similar, em um estudo de coorte com homens idosos a associa¢ao entre a obesidade
e os sintomas depressivos foi encontrada em um periodo de 10 anos (Almeida et al., 2009). E
de especial interesse investigar esta associacdo em populacdes idosas, uma vez que ambas as
condicdes aumentam com a idade e produzem consequéncias adversas na qualidade de vida.
Além disso, hd a hipétese de que um subtipo vascular de depressdo pode existir, o qual estd
etiologicamente ligado a alteracdes metabdlicas através de doengas vasculares (Marazziti et al.,
2014). Se esta associagdo for verdadeiramente causal, a reducio da prevaléncia da obesidade e
das alteragdes metabdlicas poderia levar a um declinio na prevaléncia e incidéncia de depressao

na vida adulta.

1.4 MECANISMOS SUBJACENTES AS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS
INDUZIDAS PELA DIETA HIPERLIPIDICA

1.4.1 Fator de risco vascular e seu papel na integridade da BHE

Diversas evidéncias na literatura indicam que a doenga cerebrovascular parece preceder
o declinio cognitivo em ensaios clinicos e em modelos animais de doengas neurodegenerativas
(Bell e Zlokovic, 2009; Chen et al., 2010). Alteracdes anatdmicas vasculares, observadas em
pacientes com doenga de Alzheimer apontam para a conexao entre os distirbios vasculares e o
comprometimento da cogni¢do. Entre estas alteracdes encontram-se 1) atrofia e irregularidades
de arteriolas e capilares cerebrais, ii) inchaco e aumento do niimero de vesiculas pinociticas nas
células endoteliais, iii) aumento do coldgeno IV e proteoglicanos, iv) ruptura da membrana
basal, v) reducdo da densidade microvascular total e vi) inchaco ocasional dos pés dos astrécitos
(Kalaria e Pax, 1995; Farkas e Luiten, 2001; Bailey et al., 2004). Kalaria e Hedera (1995)
demonstraram uma reducdo na coloracdo dos marcadores endoteliais CD34 e CD31 em
cérebros de pacientes com deméncia, sugerindo que hd uma extensa degeneracdo do endotélio
durante a progressao da doenca. Mais recentemente, ao avaliar o perfil gendomico de células
endoteliais cerebrais, um estudo revelou que a expressdo extremamente baixa do
gene homeobox 2 do mesénquima restrito ao endotélio vascular de individuos com doenca de
Alzheimer leva a angiogénese aberrante e a quebra prematura de redes capilares, resultando em

redugdes na microcirculagdo cerebral (Wu et al., 2005). Dessa forma, a disfuncio bioquimica e
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estrutural do endotélio vascular (periférico e central) decorrente da exposi¢ao aos fatores de
risco vascular desempenha papel de relevincia na patogénese de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas. O estresse oxidativo, a disfun¢do mitocondrial, entre outros eventos
comuns as doencas neurodegenerativas, estdo associados com a disfun¢do endotelial.
(Schultheiss et al., 2006; Grammas, 2011; Grammas et al., 2011; Yunfu et al., 2014).

A monocamada hermeticamente fechada das células endoteliais cerebrais que formam
os capilares no SNC € o principal componente da barreira hematoencefédlica (BHE). A BHE foi
considerada durante muito tempo como uma simples barreira fisica entre o sistema periférico e
o SNC. Atualmente sabe-se que a funcionalidade da BHE € primordial para a preservacao da
integridade e fungdo neuronal e da homeostase do SNC, uma vez que impede a troca passiva
de solutos entre o sangue e o cérebro (Neuwelt et al., 2008; Grammas et al., 2011). A BHE ¢
formada pelas juncOes oclusivas (claudina, ocludina e zonula occludens) presentes entre as
células endoteliais dos capilares que perfundem o parénquima cerebral e sd@o as principais
reguladoras da permeabilidade celular (Bazzoni e Dejana, 2004). O comprimento total dos
capilares humanos no SNC é de aproximadamente 600 km, com uma area de superficie capilar
de cerca de 20 m2. Na realidade, quase todo neurdnio € perfundido pelo seu préprio capilar, o
que evidencia a dimensdo desta interface entre o sangue e o parénquima no SNC (Begley e
Brightman, 2003). Fisiologicamente, proximos as células endoteliais dos capilares cerebrais
estdo a membrana basal extracelular, os pericitos adjacentes, os astrdcitos e a microglia, que
sdo partes integrantes do sistema de suporte da BHE. Juntamente com os neurdnios vizinhos,
esses componentes constituem o que € denominado unidade neurovascular (UNV) (Figura 2),
um conceito proposto para ressaltar as interagdes funcionais que controlam a integridade da
BHE (Weiss et al., 2009). Os pericitos envolvem o endotélio e comunicam-se diretamente com
as células endoteliais através de contatos especializados de "peg-socket" (pino-tomada)
(von Tell et al., 2006). Os pericitos possuem papel essencial na manutencdo da estabilidade
dos microvasos, e também demonstraram modular o fluido cerebroespinal (FCE) (Peppiatt et
al., 2006). Os pés astrociticos também entram em contato com a superficie capilar abluminal,
fornecendo suporte fisico ao SNC. A microglia esporddica pode ser encontrada na

area pericapilar no encéfalo normal. Um SNC sauddvel depende de todas as células da UNV
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para exercer sua funcionalidade adequada e se comunicar umas com as outras, permitindo que

as sinapses € os circuitos neuronais mantenham as fungdes cognitivas normais.

Figura 2. Representacio esquematica da barreira hematoencefalica (BHE) e componentes da
unidade neurovascular (UNV).
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Adaptado de Chen e Liu, 2012. A BHE € formada por células endoteliais que ficam alinhadas com os
capilares, impedindo ou dificultando a passagem de substincias do sangue para o tecido nervoso e
passagem de nutrientes e substincias ocorre através das jungdes oclusivas. Como suporte para a
manutencdo da homeostase da BHE encontram-se a lamina/membrana basal, pericitos, astrocitos e
microglia e neurdnios vizinhos, compondo a UNV.

Virias descobertas recentes sugerem que fatores dietéticos e metabdlicos podem
interferir na integridade da BHE. Banks e colaboradores (2008) demonstraram que os
triglicerideos da dieta podem alterar os mecanismos de transporte ativo da BHE de hormonios
relacionados a alimentagao, incluindo leptina e grelina em roedores. Kanoski e colaboradores
(2010) demonstraram que a ingestdo de DHF por 90 dias foi acompanhada por uma reducao na
expressdo das proteinas ocludina, Claudina-5 e Claudina-12 no sistema capilar da BHE. Das
proteinas de juncdo oclusivas, acredita-se que as claudinas sejam as principais proteinas que

estabelecem as propriedades de jungdo das células endoteliais e sdo consideradas importantes
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na restricdo da permeabilidade (Wolburg e Lippoldt, 2002). Consistente com a expressiao
reduzida dessas proteinas, a DHF também foi associada a um aumento da permeabilidade,
desde a vasculatura para o parénquima hipocampal, do corante fluoresceina de sédio (NaFl),
uma molécula de alto peso molecular incapaz de ultrapassar a barreira intacta. No hipotdlamo,
Ramalho e colaboradores (2018) demonstraram uma perda precoce de integridade da BHE em
camundongos submetidos a DHF por 1 semana.

Estudos longitudinais apontam a relacao entre o alto indice de massa corporal (IMC) e
a obesidade, em individuos de meia idade, com um risco aumentado de ruptura da BHE
(Gustafson etal., 2007) e deméncia (Whitmer et al., 2008) em idade mais avancada. Os danos a
BHE estéo fortemente correlacionados com o desenvolvimento de comprometimento cognitivo
leve (CCL) e doenca de Alzheimer e, em alguns casos, demonstraram preceder o aparecimento
dos sintomas clinicos em pacientes com doenca de Alzheimer e em modelos animais da
doenca (Ujiie et al., 2003; Kanoski e Davidson, 2011).

O padrdo desses resultados sugere que o consumo de uma dieta hiperlipidica altera a
permeabilidade da BHE, levando a disfun¢des em todo SNC e as doengas neurodegenerativas.
E possivel que uma BHE com vazamento permita que toxinas, citocinas, metais como cobre,
chumbo e ferro e outras substincias prejudiciais transportadas pelo sangue entrem no SNC.
Pensa-se que alguns metais contribuam para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
via influxo através da BHE (revisado em Yokel, 2006). Também ¢é possivel que a ruptura da
BHE contribua para o comprometimento cognitivo facilitando a entrada sanguinea do peptideo
B-amiloide no cérebro, o constituinte primdrio das placas amiloides na doenga de Alzheimer.

No entanto, precisamente como essas alteragdes ocorrem ainda € uma questdao em aberto.

1.4.2 Estado redox e a funcionalidade mitocondrial

Em eucariotos, as mitocondrias sdo organelas essenciais que permitem a producdo
eficiente de energia através da cadeia respiratoria para sustentar reagcoes bioldgicas. O objetivo
primdrio da UNV € acoplar a demanda metabdlica cerebral com o aporte de glicose e oxigénio
através do sangue, bem como ajustar a resisténcia vascular cerebral adequadamente a
influéncias sistémicas, como gases sanguineos e pH, hormdnios circulantes e

neurotransmissores, pressao sanguinea e tensdo de cisalhamento (Busija et al., 2004; Duckles e
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Krause, 2011). Além de produzir energia na forma de ATP para apoiar as atividades das células
que compreendem a UNV, as mitocOndrias ao despolarizarem e/ou ao liberarem espécies
reativas de oxigénio (EROs) iniciam eventos de sinalizacdo que protegem o endotélio e os
neurdnios contra estresses letais via pré- / pds-condicionamento, bem como promovem
mudancas no tonus vascular encefdlico (Gaspar et al., 2008; Katakam et al., 2013; 2016).
Assim, a mitocOndria pode representar um elo de sinalizac@o entre a taxa metabdlica e o fluxo
sanguineo, bem como um mediador da altera¢do vascular de acordo com o estado fisioldgico
(Busija et al., 2016).

No sistema periférico, a acdo prejudicada da insulina € capaz de alterar a biogénese e a
funcdo das mitocondrias (Kelley et al., 2002; Petersen et al., 2004). O estudo clinico de Kelley
e colaboradores (2002), mostra que uma redu¢do no nimero, localizagdo e morfologia das
mitocOndrias estd fortemente associada a resisténcia a insulina no miusculo esquelético. A
insulina € capaz de aumentar os niveis de transcricdo mitocondrial, sintese protéica e producao
de ATP em pessoas sauddveis, mas ndo em pessoas com diabetes tipo 2. Assim, argumenta-se
que a sinalizagcdo da insulina € necessdria para a manuten¢do das mitocondrias musculares e
que a resisténcia a insulina resulta em disfun¢do mitocondrial (Petersen et al., 2004).

Evidéncias recentes indicam que as mitocondrias sdo importantes elementos na funcio
vascular cerebral durante a saude e a doenca (Doll et al., 2015; Mikhed et al., 2015; revisado
em Angelova e Abramov, 2018). Altamente dindmicas, essas organelas respondem a mudancgas
no ambiente celular e adaptam sua morfologia e localizagdo para otimizar a fungdo celular.
Estudos mostraram que as gorduras da dieta podem perturbar a dinamica das mitocondrias nas
células do SNC e isso impacta diretamente na regulacdo da homeostase energética do corpo
inteiro (De Souza et al., 2005; Dietrich et al., 2013). O estudo de Dietrich e colaboradores
(2013) demonstrou que, em animais submetidos a dieta hiperlipidica, ocorre uma alteracao na
morfologia mitocondrial, com redu¢do no nimero de mitocondrias, porém com seu tamanho
aumentado nos neurdnios orexigenos AgRP, o que acaba por estimular o comportamento
alimentar. Ao tratar camundongos com dieta hiperlipidica por 7 dias, Carraro e colaboradores
(2018) observaram uma reducdo transitéria da proteina envolvida no processo de fusdo
mitocondrial (mitofusina-2) ap6s 24 horas de inducdo da dieta hiperlipidica, aumentando apds

7 dias. A ingestdo da dieta por 7 dias ndo alterou a respiracdo mitocondrial hipotalamica nos
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animais, no entanto, induziu redu¢des no nimero de contato entre mitocondrias e reticulo
endoplasmatico, apds 3 dias de indugdo da dieta (Carraro et al., 2018).

A influéncia prejudicial da dieta rica em gordura na bioenergética do cértex cerebral
também foi demonstrada, em que camundongos C57Bl/6] que consumiram a dieta por 18
semanas apresentaram alteracdo da func¢do e eficiéncia mitocondrial, e estresse oxidativo. Tais
alteracdes foram observadas também nas fracOes sinaptossomais das mitocondrias (Cavaliere
etal., 2019). As mitocondrias especificamente localizadas nas sinapses desempenham um papel
fundamental no fornecimento de energia para apoiar as funcdes sindpticas e a plasticidade,
portanto, seus defeitos podem levar a falha sindptica, que é uma caracteristica comum das
doencas neurodegenerativas. Vale ressaltar que as disfun¢des das mitocondrias pré-sindpticas
podem ser um dos mecanismos subjacentes que contribuem para o declinio cognitivo das

doencas neurodegenerativas (Devine e Kittler, 2018).

1.4.3 Plasticidade sinaptica

Uma propriedade fundamental das sinapses é que elas transmitem sinais entre os
neurdnios de uma maneira em constante mudanga. Em particular, o efeito de um sinal
transmitido sinapticamente de um neurdnio para outro pode variar bastante, dependendo do
histérico da atividade em um ou ambos os lados da sinapse, e essas variacoes podem durar de
milissegundos a meses (Citri e Malenka, 2008). As mudancgas dependentes de atividade da
transmissao sindptica surgem de um grande nimero de mecanismos, conhecidos coletivamente
como plasticidade sinéptica.

Dependendo da escala de tempo desses mecanismos, a plasticidade sindptica pode ser
dividida em trés grandes categorias: (1) plasticidade de curto prazo, a qual refere-se a alteracdes
que ocorrem em milissegundos a minutos, como por exemplo, depressdo ou facilitacio da
liberacdo de neurotransmissores, permitindo as sinapses executar fung¢des computacionais
criticas em circuitos neurais (Abbott e Regehr, 2004); (2) plasticidade de longo prazo, que
envolve mudancas que podem durar horas, dias, semanas ou até meses (Abraham, 2003), e
inclui a plasticidade classica do Hebbian na forma de potencial de acdo de longo prazo (LTP)
que supostamente sustenta a aprendizagem e a memoria (Martin et al., 2000); (3) plasticidade

homeostética, que pode considerar sinapses e neur6nios e permite que Os circuitos neurais
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mantenham niveis adequados de excitabilidade e conectividade, apesar das mudangas no
ambiente circundante provocadas pelo metabolismo (Turrigiano, 2011).

Uma questdao fundamental no estudo da plasticidade sindptica € como os circuitos
neurais que sofrem alteracOes plasticas mantém a estabilidade e a funcido (Watt e Desai, 2010).
A plasticidade associativa (de Hebbian) resultante da atividade correlacionada de queima pré e
pos-sindptica gera um processo de feedback positivo (Dayan e Abbott, 2001). A atividade que
fortalece (enfraquece) as sinapses € reforcada (diminuida) pela plasticidade hebbiana, que leva
a maior (menor) atividade e a outras modificacdes sindpticas. Dessa forma, a menos que as
mudancas na forca sindptica em vdrias sinapses sejam coordenadas adequadamente, o nivel de
atividade em um circuito neural pode crescer ou encolher de maneira descontrolada, enquanto
os neurdnios individuais podem perder a seletividade para diferentes padrdes de entrada (De
Pitta et al., 2016).

A busca por mecanismos subjacentes a0 comprometimento cognitivo induzido por
dieta hiperlipidica que afetam negativamente o aprendizado € a memoria tém se tornado
constante. O desempenho da memdria de referéncia espacial estd especificamente associado a
funcao do receptor N-metil-D-aspartato do hipocampo e foi correlacionado com a plasticidade
sindptica hipocampal, como LTP (Morris et al., 1986). Alguns estudos relatam que a alta
ingestdo de gorduras na dieta pode alterar a morfologia e a estrutura das sinapses, os niveis de
neurotransmissores e a plasticidade sindptica no hipocampo (Calvo-Ochoa et al., 2014; Krishna
etal., 2015; Wang et al., 2019). Além disso, estudos pré-clinicos em animais demonstraram que
ao consumir a dieta hiperlipidica, ocorre uma redu¢do na plasticidade sindptica no cortex pré-
frontal, levando a dificuldades de aprendizado e memoria (Val-Laillet et al., 2011). O
mecanismo envolvido no efeito do consumo da dieta hiperlipidica na memoéria dependente do
hipocampo permanece controverso, embora varios mecanismos potenciais venham sendo
propostos.

Enquanto isso, um estudo recente demonstrou que os efeitos prejudiciais do consumo
da dieta hiperlipidica na aprendizagem e na memoria também podem ser mediados em parte
pela alteracao da plasticidade sindptica por meio da regula¢do negativa da expressao de BDNF
no cérebro (Xia et al. al.,, 2015). Dados apontam também que o sistema imunoldgico,

especialmente durante processos inflamatdrios centrais, tem o potencial de influenciar a
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plasticidade cerebral e o funcionamento das redes neuronais, alterando a funcio sindptica e a

memoria (Cibelli et al., 2010; Di Filippo et al., 2008; 2013).

1.4.4 Processo inflamatoério no desbalanco energético

O papel do sistema imunolégico tornou-se um foco recente em estudos que investigam
os mecanismos que medeiam as alteracdes metabdlicas induzidas pela DHF e obesidade (de
Heredia et al., 2012; Boulangé et al., 2016; Thaler et al., 2012). Estudos demonstram que o
aumento de peso corporal advindo do alto consumo de gorduras saturadas causa inflamacao
sist€émica através da acdo de varios mecanismos. Muito do que foi aprendido sobre a resposta
imune a obesidade veio de estudos no tecido adiposo. Os depoésitos adiposos normalmente
contém vdrias células imunes que, juntas, mantém a integridade e a sensibilidade hormonal dos
adipdcitos. Como demonstrado na figura 3, em animais sauddveis, essas células imunoldgicas
operam em um estado geral de Th2 ou tipo 2, que controla coordenadamente a integridade e o
metabolismo dos tecidos, controlando a atividade de subconjuntos de linfocitos T. Essas células
liberam uma cascata de citocinas que regulam coordenadamente outras células imunes,
incluindo eosinéfilos e mastécitos que mantém macréfagos residentes em um estado polarizado
em M2 ou ativado alternadamente (Lumeng et al., 2007). Por sua vez, os macréfagos
polarizados em M2 secretam interleucina-10 (IL-10), contribuindo para a manuten¢do da
sensibilidade a insulina nos adipdcitos.

Os 4cidos graxos oriundos da dieta desencadeiam a sinaliza¢do do receptor toll do tipo
4 (TLR4) em adipdcitos e macréfagos, induzindo a ativacdo do sistema imunoldgico inato.
Esses macrofagos sofrem mudancas drésticas durante a obesidade, com um aumento no nimero
geral de macrofagos que se deve em grande parte ao recrutamento de macréfagos polarizados
por M1, que exibem um fendtipo pro-inflamatério e secretam citocinas inflamatérias
(Saltiel & Olefsky, 2017). O aumento no numero de macrofagos, bem como o aumento da
propor¢ao de macréfagos M2 para M1, é uma caracteristica da inflamagao do tecido adiposo
que acompanha a obesidade e estd associada ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e
doenca metabdlica (Lumeng et al., 2007) (Figura 3). Portanto, os macréfagos servem como
efetores de um complexo programa imunoldgico desencadeado pela obesidade. Esse programa

¢ caracterizado por uma resposta imune Thl ou tipo 1 geral que geralmente € ativada como
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resposta a infec¢ao. No entanto, no caso da obesidade, essa reacdo imune inicia uma resposta
cronica no tecido adiposo que envolve uma variedade de células T efetoras, células B, células
NK e outras que produzem as citocinas que governam a acumulacdo e a atividade dos

macrofagos pro-inflamatérios M1 (Lackey & Olefsky 2016).

Figura 3. Perda da regulacio imune e ativacio proé-inflamatoria no tecido adiposo associado a
obesidade

MAGRO OBESO
oIoIoIoIoIoIoIochIoIoIo [© JO Io lo]
O 000 000 000 QsmeQ O oOOo 000
CHEBCBCREECRCRERCECEEREN)

Aumento aa

- - Células Th2 H Células Th1 infiltracio
i sy Macréfagos tipo 2(() EEES—r—————— ) Maadfagostipo1 .
e Eosinsfilos ——teeay (@) Ul BeT (D8
Células iNKT 1 Células dendriticas

Adiponec!lna

Adipécito \\
“\FFA
TNF-o.

D
20 —
A

IL-4, IL ‘I!
Adl cito
pé )IL -10

0—* IFN-y
Leptma

MY "~ Macréfagos tipo M1

..= uz
s \w_f\
“ X Macréfagos tipo M2

;-‘:-( w v
oM T “inflamagio  CélulaT
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e obesos (direita). O tecido adiposo magro contém células imunes reguladoras (azul) que suprimem
células imunes pré-inflamatérias (vermelhas) e sustentam a ativagdo alternativa de macréfagos por
citocinas associadas a Th2. Os adipdcitos no tecido adiposo magro sdao de tamanho normal e produzem
adiponectina, que possui propriedades anti-inflamatérias. Por outro lado, o tecido adiposo obeso é
infiltrado com células imunes pré-inflamatérias que produzem grandes quantidades de citocinas e
quimiocinas inflamatérias. Os macréfagos M1 se acumulam em estruturas do tipo coroa em torno de
adipécitos hipertréficos que aumentam a taxa de lipdlise e secretam acidos graxos livres que podem
servir como sinais de perigo endégenos para estimular a produgdo de citocinas inflamatérias, como o
TNF-a. Os adipdcitos no tecido adiposo obeso também aumentam a produgdo de leptina, que promove
as células Th1. O epitélio intestinal é afetado na obesidade, fazendo com que AGs e padrdes moleculares
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associados a patégenos (PAMPs), como lipopolissacarideos (LPS), entrem no tecido adiposo e
estimulem a inflamacdo. Além disso, as células imunes no sangue migram para o tecido adiposo em
resposta a producdo aumentada de quimiocinas. Adaptado de Han e Levings, 2013.

Diversas citocinas pré-inflamatérias possuem importantes efeitos metabdlicos,
incluindo efeitos diretos na modulagdo das respostas fisiologicas responsdveis pelo tecido
adiposo. Leptina, adiponectina, resistina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6
(IL-6), interleucina-1p (IL-1pB) s@o algumas das citocinas mais relevantes no metabolismo dos
adipécitos (De Luis et al., 2011). Os adipdcitos secretam TNF-a que, em camundongos obesos,
causa inflamacdo sistémica (Hotamisligil et al., 1993), e in vitro atua suprimindo a expressao
da maioria dos genes especificos do tecido adiposo, incluindo as enzimas envolvidas na
lipogénese (Torti et al., 1985).

A natureza da inflamacdo induzida pela DHF difere de outros paradigmas inflamatdrios,
pois envolve a ativacdo tonica do sistema imunolégico inato que afeta a homeostase metabdlica
ao longo da vida. A inflamacdo também leva a respostas ndo adaptativas, como fibrose e
necrose, que podem causar danos significativos aos tecidos (Saltiel & Olefsky, 2017). Além
disso, a inflamacdo induzida pela dieta hiperlipidica € tnica, pois envolve multiplos 6rgaos,
incluindo tecido adiposo, pancreas, figado, musculo esquelético, coracdo e cérebro. Essas
caracteristicas da inflamac¢do representam um desafio para a compreensdao dos mecanismos
subjacentes e da maneira pela qual eles afetam os sistemas metabdlicos.

Além da disfun¢do metabdlica nos 6rgdos periféricos, a obesidade e a inflamacao
associada ao consumo de DHF também estdo relacionadas a alteracdes na fun¢do cerebral,
particularmente em 4reas que regulam a homeostase energética e o metabolismo sist€émico.

A existéncia da BHE &, em parte, responsdvel pelo conceito de que o encéfalo é um
local “imune-privilegiado”, com passagem restrita de células do sistema imune periférico para
0 SNC (Engelhardt e Coisne, 2011; revisado em Greenwood et al., 2011; Shrestha et al., 2013).
Todavia, como ja descrito anteriormente, durante processos inflamatdrios sist€émicos ocorrem
alteracdes na cinética das juncdes oclusivas e, consequentemente, disfuncdo da BHE. O
aumento na atividade imuno periférica e consequente aumento na permeabilidade da BHE
podem afetar o SNC, levando a ativacdo de células fagocitdrias cerebrais (microglias),

ativacdo astrocitdria, invasdo local de células imunes circulantes e producdo aumentada de



36

mediadores pré-inflamatdrios, gerando neuroinflamacdo (Takeda et al., 2014). Neste contexto,
uma caracteristica importante da fisiopatologia de distdrbios metabdlicos é a producao
aumentada de citocinas pré-inflamatdrias periféricas (Ferreira et al., 2014).

A dieta hiperlipidica é capaz de induzir um processo inflamatério no hipotdlamo, que
interfere com as vias intracelulares de sinaliza¢ao pelos hormoénios leptina e insulina, resultando
em hiperfagia, diminuicdo do gasto de energia e, por fim, obesidade (Carvalheira et al.,
2001; Thaler e Schwartz, 2010). O hipotdlamo controla os circuitos neuroenddcrinos, incluindo
o sistema da melanocortina, que regulam o comportamento alimentar e o gasto energético. Foi
demonstrado que dietas ricas em gorduras / calorias induzem processos inflamatérios no
hipotdlamo antes da indug@o desses eventos nos tecidos periféricos. Jais e Briining (2017)
descrevem as contribuicdes de diferentes tipos de células neuronais e ndo neuronais para a
inflamacdo hipotalamica. Por outro lado, ao inibir farmacologicamente a inflamacdo
hipotalamica, a resisténcia a insulina no figado € revertida (Milanski et al., 2012). De Souza e
colaboradores (2005) estudaram o efeito da DHF sobre o padrdo de expressdo génica no
hipotdlamo de ratos e reportaram um aumento significativo na expressdao de citocinas de
resposta inflamatéria, como TNF-q, IL-1p e IL-6 ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica.

Evidéncias obtidas por intermédio de estudos de neuroimagem e avaliagdo de
marcadores inflamatérios no liquido cefalorraquidiano de individuos obesos sugerem que
alteracdes semelhantes podem estar presentes também em seres humanos (van de Sande-Lee et
al., 2011; Thaler et al., 2012). Sendo assim, a neuroinflamagdo torna-se um dos principais
componentes adjuntos as alteracdes no SNC, e um dos principais eventos que conecta as
mudancas metabdlicas as doencas cerebrovasculares e neurodegenerativas (Grundy et al., 2005;

revisado em Monteiro e Azevedo, 2010).

1.5 MODULACAO DO APETITE ATRAVES DO SISTEMA IMUNOLOGICO

Através da integracdo dos sentidos e estimulos sensoriais, os animais € humanos sao
capazes de detectar situagdes de perigo e modular comportamentos para sobrevivéncia. No
entanto, nem todos os perigos em potencial podem ser detectados através dos sentidos padrao
que normalmente considerariamos. Microorganismos, virus e outros patdgenos sao, na maioria
dos casos, irreconheciveis pelos sistemas sensoriais, mas apresentam alguns dos maiores riscos

a sobrevivéncia dos animais. A "deteccao" desses patdgenos estd no sistema imunoldgico, que
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evoluiu para responder adequadamente a esses desafios e promover mudangas no organismo a
fim de combater infeccOes e aumentar a taxa de sobrevivéncia durante a doenca. Essas
mudancas no organismo podem ser divididas em trés tipos: respostas locais, sistémicas e
centrais. As respostas locais e sist€émicas incluem respectivamente alteragdes que ocorrem
especificamente no local da infec¢ao (como atracdo de macréfagos ou dilatagdo capilar)
(Headland e Norling, 2015; Zhang e Wang, 2014) ou em outras partes do organismo (como
aumento da hematopoiese em medula 6ssea ou lipdlise no tecido adiposo) (Zaretsky et al.,
2014, Schiffler e Scholmerich, 2010). No entanto, o aspecto comum entre esses dois tipos de
respostas € que ambas sdo mediadas diretamente pelo sistema imunoldgico. Por outro lado, a
resposta central durante uma reagdo de fase imune aguda € mediada por alteragdes no SNC, que
levam a febre, ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA) e alteracdes no
comportamento como letargia, atividade sexual reduzida ou anorexia.

Em termos de energia, a inflamac@o é um processo altamente exigente e a atividade
imunoldgica pode potencialmente se beneficiar da ingestdo de nutrientes para combater a
doenca. No entanto, a perda dramdtica de apetite € uma das principais mudancas no
comportamento observadas durante periodos inflamatdrios sist€micos (revisado em Gautron e
Layé, 2009). Embora inicialmente contra intuitivamente, a anorexia pode desempenhar um
papel benéfico nos mecanismos por trds da defesa do hospedeiro, por exemplo, reduzindo a
disponibilidade direta de nutrientes para os patdégenos ou reduzindo o gasto de energia
relacionado a digestdo (Exton, 1997). Essa hip6tese foi testada precocemente e potencialmente
confirmada ao demonstrar que camundongos infectados por injecdo da
bactéria Listeria monocytogenes apresentaram taxas de sobrevivéncia aumentadas quando
ocorreu comportamento anorético em comparacdo com camundongos alimentados
via gavagem (Murray e Murray, 1979).

Estudos preliminares ndo publicados, realizados no laboratorio D’Agostino (Rowett
Institute), mostraram que durante a inflamacao sist€mica, os neuronios AgRP estdo amplamente
ativos (Figura 4). De fato, verificou-se que a proteina de fluorescéncia verde (GFP), cuja
expressao foi induzida nos neurdnios AgRP, estd co-localizada com a imunocoloracio c-FOS,
um marcador substituto da atividade neuronal. A co-localizagdo foi evidente em camundongos

tratados com lipopolissacaideos (LPS) durante a anorexia, mas nao em camundongos controle,
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sugerindo que os neur6nios AgRP permanecem ativos durante a inflamag¢do, embora nio
promovam o consumo de alimentos. Portanto, a anorexia tem sido considerada parte de um
programa adaptativo cognitivo mediado pelo cérebro, conhecido como ‘“comportamento de
doenga”, no entanto, os efeitos e os mecanismos bioldgicos subjacentes a sua natureza
adaptativa permanecem desconhecidos. A razdo para essa lacuna no conhecimento € que, até o

momento, ndo foi possivel desconectar experimentalmente a inflamacao sistémica da anorexia.

Figura 4: Atividade neuronal de AgRP durante a inflamacao sistémica.
Controle LPS

Os camundongos foram injetados com LPS para induzir inflamag@o sistémica ou solug¢do salina
(controle saudavel). A expressao da proteina de fluorescéncia verde (GFP) foi induzida em neurdnios
contendo AgRP. Foi realizada imunocoloracdo para c-Fos (marcador de atividade neuronal, em
vermelho). Somente em camundongos LPS, a co-localizagdo de AgRP e c-Fos (indicada pela cor
amarela) pode ser observada.

O possivel envolvimento dos neurdnios AgRP na resposta inflamatdria sistémica ainda
ndo foi investigado. O ARC hipotalamico, onde encontram-se esses neurdnios, torna-se um alvo
em potencial para o sistema imunoldgico induzir os efeitos anoréxicos do comportamento da
doenga. Entretanto, permanece a questdo de como as informacdes do sistema imunoldgico
podem alcancgar o sistema de melanocortina para que ocorra a modulacdo do apetite. Existem
trés mecanismos principais para transferir informagdes do sistema imunolégico para o SNC:
humoral (caracterizado por mediadores plasmaticos como citocinas que atingem o SNC),
neuronal (principalmente pela enervacao do nervo vago nos compartimentos imunes relevantes)
e o recrutamento direto de células imunes periféricas para o SNC. Desses trés, € provavel que
o primeiro e o dltimo mecanismo estejam envolvidos no ARC, pois esse nicleo do hipotdlamo
¢ particularmente capaz de detectar sinais circulantes.

Ja se sabe que a integridade da BHE ndo € homogénea em todo o encéfalo. Em certas

regides, particularmente nas circunventriculares, a BHE € mais flexivel e pode permitir uma
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certa extensdo de permeabilidade, uma espécie de "janelas do cérebro”, como o pesquisador
pioneiro em permeabilidade da BHE, Karl Knigge se referiria (Knigge et al., 1975). Portanto,
¢ provavel que o mecanismo humoral da comunica¢do imune-cerebral e o recrutamento de
células imunes periféricas no SNC ocorram nesses Orgdos circunventriculares, como a
eminéncia média adjacente ao ARC. Em termos de comunica¢do humoral, € bem estabelecido
que receptores direcionados por citocinas, como o TLR4, s3o expressos em
orgdos circunventriculares, incluindo a eminéncia média, e transportam informagdes imunes
periféricas para o SNC (Laflamme e Rivest, 2001). Mais recentemente, relatos de infiltragdo de
leucécitos e patdgenos na eminéncia média apresentaram indicagdes precoces de que essa
regido circunventricular também pode mediar as células imunes periféricas de recrutamento
(Mottahedin et al., 2017; Bentivoglio et al., 2018). No entanto, ndo existem dados atuais que
elucidem quais mecanismos estdo envolvidos na comunica¢do imune-cérebro durante a
inflamacdo e subsequente modulacdo do apetite.

Para abordar a questdo de como o sistema imunoldgico pode modular o apetite, dietas
cronicas com alto teor de gordura em estudos sobre obesidade, t€ém sido amplamente relatados
como indutores de inflamacao hipotalamica (Lee et al., 2018; revisado em Avalos et al., 2018).
De forma interessante, alguns estudos demonstraram aumento da expressdao do inibidor de
serina protease A3N (SerpinA3N) no ARC durante a fase aguda inflamatéria (Dalby et al.,
2018; Sergi et al., 2018). A SerpinA3N inibe a enzima elastase leucocitaria (Elane), liberada
durante a inflamagdo ao detectar a infiltragdo de linfécitos T no SNC (Vicuia et al., 2015),
apresentando um potencial elo para interacdo imune-cérebro. Alteragdes na expressao da
SerpinA3N hipotalamica também foram relatadas apds lesao cerebral traumatica leve em ratos
(Samal et al., 2015), uma indicagdo adicional de que as alteracdes na expressao de SerpinA3N
sdo consistentemente conservadas através de respostas inflamatérias induzidas de maneira
diferente.

Em suma, pode-se inferir que, além dos ja bem estabelecidos mecanismos
desencadeadores das disfungdes metabdlicas oriundas de habitos alimentares ocidentais, o
cérebro, como um 6rgao regulador da homeostase energética do organismo, também ¢&
suscetivel a disfungdes que levam a neurodegeneragdo. Muito tem sido investigado acerca das

alteracdes centrais causadas pelo alto consumo lipidico e, como descritas na revisao
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bibliografica acima, incluem déficit cognitivo e transtornos de humor, disfun¢do mitocondrial,
sindptica e da BHE, além de neuroinflamac¢do. No entanto, como e quando essas alteragcdes
ocorrem ainda € uma lacuna em aberto na literatura, sendo necessario um maior nimero de

estudo para o entendimento.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Os hébitos e estilo de vida da modernidade sao representados por um conjunto de fatores
de risco cardiovasculares usualmente relacionados a deposicdo central de gordura ou a
obesidade, oriundos de um maior consumo de dieta hiperlipidica, em especial gorduras
saturadas. E importante destacar a associacdo do alto consumo de gorduras saturadas com a
doenga cardiovascular, aumentando a mortalidade geral em cerca de 1,5 vezes e a
cardiovascular em cerca de 2,5 vezes, tendo grande importincia do ponto de vista
epidemioldgico. Além disso, 0 ambiente obesogénico em que a populacdo ocidental vive tem
aumentado cada vez mais o nimero de casos de transtornos neuropsiquidtricos, como ansiedade
e depressdo. Nao obstante, o alto consumo de gorduras saturadas da dieta também estd
correlacionado ao comprometimento cognitivo em adultos jovens e ao aumento dos casos de
demeéncia na populagdo idosa.

E de grande interesse por parte da satde piblica decifrar os mecanismos subjacentes as
consequéncias das alteracOes causadas pela dieta hiperlipidicano SNC. Por
isso, hipotetizamos que o consumo de dieta com alto teor de gordura saturada, uma condi¢dao
inflamatéria periférica, apresenta alteracdes funcionais e neuroquimicas hipocampais,

associadas a um aumento da susceptibilidade do SNC a neurodegeneracao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do consumo de dieta rica em gordura saturada sobre parametros
metabodlicos, neuroquimicos, inflamatdrios e comportamentais, bem como estudar os
mecanismos bioldgicos centrais subjacentes a regulacdo do apetite durante endotoxemia no

sistema nervoso central.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar, de forma temporal, os efeitos da exposicao a uma dieta rica em gordura em
camundongos sobre:
1) parametros comportamentais associados a aprendizagem e memoria e emocionalidade;
i1) funcdo e integridade da BHE em diferentes regides encefdlicas como o bulbo olfatério,
cortéx pré-frontal e hipocampo;
iii) o metabolismo energético e fun¢ido mitocondrial hipocampal;

iv) marcadores inflamatdrios e plasticidade sindptica no hipocampo.

- Investigar o papel do neuropeptideo orexigénico AgRP sob estado de inflamacgao
sistémica através da:
1) ativacdo seletiva de neurdnios AgRP;
i) avaliacdo da integridade da barreira hematohipotalamica;
1i1) expressdo de proteases especificas envolvidas no processo de defesa imunoldgica;
iv) expressdo proteica e génica de citocinas pré-inflamatdrias no hipotdlamo e em 6rgdos do
sistema periférico, respectivamente;

v) avaliagdo do recrutamento do sistema imune adaptativo.
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ABSTRACT

Worldwide, especially in Western civilizations, most of the staple diets contain high amounts
of fats, carbohydrates and comparatively low quantities of protein, leading to the increasing
number of overweight and obese individuals. The well recognized association between energy
dense diets and metabolic disorders also leads to an increasing investigation of its impact on
the brain, behavior and cognition. Here we demonstrate that mice recognition memory and
mood behavior are compromised after only three and five days of HFD, respectively, and these
changes are accompanied by increased BBB permeability, followed by reduction on synaptic
plasticity on day seven. Hippocampal mitochondrial function is also affected, even after a
longer period of HFD consumption, as well as astrogliosis. An early overexpression of
proinflammatory cytokines (TNF-a and IL-6) occurs, and when treated with the anti-
inflammatory drug, Infliximab, behavioral and BBB alterations were prevented. These results
indicate a more rapid effect than previously reported of the consumption of HFD leading to

cognition and mood disorders, possibly by disrupting BBB homeostasis, a process that
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contribute to neuroinflammation. These findings have important implications for the

contribution HFD intake to the development of neurodegenerative disorders.

Keywords: High-fat diet; Cognition; Depression; Hippocampus; Mitochondrial function; BBB

permeability, synaptic plasticity.

INTRODUCTION

Although we are aware that the mantra 'Eat right and Exercise' is the secret to promote
weight stability and good health, the obesogenic environment in which Western society lives
often leads to the increased consumption of high fat diets (HFD) by the population, the Western
diet (Reardon et al., 2003; Asfaw, 2011). Studies show the adverse health consequences
generated by high consumption of energy dense diets, especially with regard to disruption of
the homeostasis, leading to metabolic disorders and the development of chronic diseases, such
as type 2 diabetes (Freeman et al., 2014) and cardiovascular disease (Kratz et al., 2013). Equally
worryingly, more recent evidence points to the impact of dietary fat on brain function and
behavior (Davidson et al., 2013; Cordner and Tamashiro, 2015).

A large number of studies have shown that the consumption of HFD predominantly
affects the hypothalamus. Because it’s directly relation to appetitive behavior and gut afferent
information, the hypothalamus plays a major role in understanding the metabolic changes that
are due to the Western diet [Reviewed in (Velloso and Schwartz, 2011)]. Interestingly, contrary
to what was thought of other regions were spared, there are good grounds to believe that the
hippocampus may also be particularly susceptible to damage by dietary factors (Davidson et
al., 2007). As the major region responsible for learning and memory processes, the
hippocampus becomes vulnerable to the early phases of neurodegenerative dementias,
including vascular dementia and Alzheimer's disease (AD) (Kanoski and Davidson, 2011).
Through the vascular hypothesis for AD, strong positive correlations exist between Western
diet habits and cognitive deficiencies (Knopman et al., 2001). Epidemiological studies have
shown the development of cognitive deficits in elderly by the Western diet habits (Morris et al.,
2006). Similarly, preclinical investigations in rodents have corroborated epidemiological data
showing that the HFD can induce spatial memory impairment after weeks or months of diet

(Cordner and Tamashiro, 2015).
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In addition to disturbances in cognitive function, consumption of HFD is also strongly
related to mood swings. Epidemiological data indicate that obese individuals have an increased
risk of developing the most prevalent type of depression, known as the major depressive
disorder (MDD) (Mansur et al., 2015). Two-dimensionally, patients diagnosed with MDD are
about 50% more likely to develop overweight (Toups et al., 2013). Given this effect of HFD
consumption on cognition and mood disorders, evidence underlying neurobiological
mechanisms linking metabolic derangement to neuropathologies is beginning to accumulate.

Although many questions about this association still remain unanswered and the precise
way in which damage to the hippocampus occurs is incompletely understood, the consumption
of HFD affecting cognitive and emotional abilities involves several independent mechanisms,
including a) inflammatory process, glia activation and recruitment of immune system (Pistell
etal., 2010), b) abnormalities in cellular bioenergetics, mainly mitochondrial function (Carraro
et al., 2018), c¢) increase in blood-brain barrier permeability (Kanoski et al., 2010) and d)
impairment on synaptic plasticity. However, the time-course in which these events take place
is not yet well established.

In this regard, in the present study we aimed to investigate key elements involved in the
steps of alterations in the hippocampus of mice fed a HFD in a time-course evaluation. We
show that cognitive impairment and depressive-like behavior occur in a short period of HFD
ingestion. These events are accompanied by detectable changes in pre-synaptic neurons prior
to mitochondrial dysfunction and astrocyte activation. We also demonstrate BBB disruption

and inflammation being the earliest markers undergoing modulation by the diet.

METHODS

Animals. Six-week-old male Swiss mice were obtained from Federal University of Santa
Catarina, Brazil. Experimental protocols and procedures adhered regulations in accordance
with the National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and
were approved by the Federal University of Santa Catarina’s Ethical Review Committee for
Animal Experimentation (Protocol number 6191300316). Animals were housed on grid floors

and maintained on a 12:12 hour light:dark cycle with temperature-controlled environment (22
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+ 1°C) and access to food and water ad libitum. Mice were randomly assigned into specified

experimental groups at the beginning of the experiment.

Experimental diet and study design. For all experiments, mice were divided into two groups
fed either standard chow (SD), composed by 10% calories from fat (Nuvilab® CR-1, Nuvital,
PR, Brazil), or a high-fat diet (HFD) composed by 60% calories from fat (31.2% lard; 11.55%
maize starch; 20% casein; 13.2% dextrinized starch; 10% sucrose; 4% soy oil; 5%
microcrystalline cellulose; 3.5% ain mineral mix 93 g; 1% ain vit mix; 0.3% L-cystine; 0.25%
choline bitartrate; 0.0028% BHT - PragSolutions Bioscience® n-60, SP, Brazil). The first step
of experiments mice received SD or HFD for 1, 2, or 4 weeks, followed by memory and
depression related behaviors tasks performed in different cohorts of animals (n = 8-10) (fig 1a-
c). At the end of the different experimental periods, mice were euthanised by exsanguination
under terminal anaesthesia, blood was collected to total plasma cholesterol evaluation and
hippocampi were dissected for either mitochondrial function analysis or BBB permeability
assessment (n= 5-7). Another cohort of animals was transcardially perfused and had their brains
removed for immunohistochemical assay.

In some experiments, mice were randomly selected for feeding on SD or HFD for 1
up to 6 days. Same behavioral tests were performed in different groups of animals followed by
hippocampal dissection for BBB permeability or gene expression evaluation (n = 8-10). During
the last series of experiments SD or HFD-fed mice were treated concomitantly with the
infliximab anti-inflammatory for 7 days (fig 4a). At the end of the treatment period, animals
underwent the behavioral tests described in the previous experimental designs (n = 8-10), and
the BBB permeability was evaluated in the hippocampi (n = 4-5). Body mass gain, food, and

water intake were evaluated in all experimental groups.

Behavioral tasks.

Novel Object Recognition (NOR). All sessions were performed between 8 am and 3 pm. The
task was carried out in an open field arena as described before (De Paula et al., 2020) with some
alterations. Briefly, after 3-day habituation sessions on the arena, animals were submitted to a
5-minute long session of training (with two identical objects) followed by the test session (with

a novel object distinct in shape, color and size) after 30 minutes (fig 1b). Increased exploration
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of the novel object indicatives functioning recognition memory. Results were expressed as
percentage of time exploring each object during the test session. A discrimination index was
calculated — (Tnovel x 100) / (Tnovel + Tfamiliar), where Tnovel was the time spent by the
animals exploring the novel object and Tfamiliar was the time spent by the animals exploring

the known object.

Tail suspension test (TST). TST consists of suspending mice above the ground by their tails
based on the fact that animals subjected to this short-term inescapable stress will develop an
immobile posture (fig 1c). The test is useful in assessing depression related behaviours, as
increased immobility time indicates depressive-like behaviour. In summarize, mice were
acoustically and visually isolated and suspended 50 cm above the floor by adhesive tape placed
approximately 1 cm from the tip of the tail. Immobility time was recorded during a 6 min period.
Mice were considered immobile only when they hung passively and completely motionless.

The immobility time was recorded by observers blind to the diet treatment (Steru et al., 1985).

Fluorescein penetration assay. To assess BBB leakage, sodium fluorescein (NaF 0.5 kDa,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Switzerland) was diluted in 0.9% saline and injected in the
dorsal penile vein (40mg/ml) of mice anesthetized with isoflurane and allowed to circulate in
the blood stream for 30 minutes (fig 1f). Animals were then transcardially perfused with 50 ml
of 0.9% saline and hippocampus were quickly dissected, weighed and put on ice for subsequent
analyses. The tissues were homogenized in 7,5% trichloroacetic acid, and centrifuged for 10
min at 10,000 x g. To 0.1 ml of the supernatant was added 250 pl of potassium phosphate (TFK)
buffer pH 7.0 to precipitate the proteins. The fluorescence of was scanned at an excitation and
emission wavelengths of 485 nm and 538 nm respectively, using a fluorescence Microplate

Reader (Spectramax Paradigm).

Immunofluorescence staining and image analysis. Animals were anesthetized with
tribromoethanol and perfused transcardially with saline followed by 4% paraformaldehyde
(PFA). Fixed brains were removed, embedded in 4% PFA for 24 h, and cryoprotected in a 30%

sucrose solution in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) at 4°C. The brains were then frozen
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and stored in —80°C for later analysis. Serial coronal sections (30 um) of hippocampi were
obtained with a cryostat (Leica) at —20-C. Groups of 68 sections per animal were incubated at
room temperature for 2 h with 5% horse serum (HS) solution in PBS containing 2% Triton X-
100. After blocking step, free-floating sections were incubated overnight at 4°C with antibody
against glial fibrillary acidic protein (GFAP, mouse polyclonal, 1:400, Sigma, G3893) and
synaptophysin (SYP, mouse polyclonal, 1:150, abcam, ab8049) in 1% HS diluted in 0.5% PBS-
Tx. Sections were then washed in PBS and incubated for 2 h with anti-mouse Alexa 488 (1:400,
Invitrogen, A-11001) in 1% HS diluted in 0.5% PBS-Tx. After a final washing step, sections
were mounted with CC/Mount (Sigma) and covered with coverslips. Images from mouse
hippocampi were acquired on an OLYMPUS BX41 and Confocal Zeiss Upright LSM780-NLO

microscopy and quantified using ImageJ software.

High-Resolution Respirometry. The Oxygraph-2k (0O2k, OROBOROS Instruments,
Innsbruck, Austria) was used for measurements of respiration to mitochondrial function
evaluation. Hippocampus homogenate were performed in a high-calcium respiration buffer
(Sims & Blass, 1986) using substrate-uncoupler-inhibitor titration (SUIT) protocols
(Makreeka-kuka et al., 2015) with modifications. Pyruvate and malate (5 mM and 2.5 mM,
respectively) were used to determine Complex I (CI) linked LEAK respiration. ADP was added
at 550 uM final concentration, which was saturating for oxygen flux to obtain OXPHOS
capacity linked to CI. Succinate (5 mM) was added to reconstitute convergent CI&II-linked
respiration. Titrations with the uncoupler FCCP (0.1 uM) were performed to determine electron
transfer system (ETS) capacity. Rotenone (1 uM to inhibit Complex I) was added for
determination of phosphorylating CII (CIlp). All experiments were performed at 37°C.

Real Time PCR. For the expressions of TNF-a, IL 1P and IL-6, mRNAs were measured in the
hippocampus of mice submitted to SD or HFD up to 6 days. Intron-skipping primers were
obtained from Applied Biosystems. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used as an endogenous control for normalization in different samples. The following
primers were purchased from Applied Biosystems: GAPDH (4351309), TNF-a (Mm
99999068_m1), IL-1B (Mm00434228 ml) and IL-6 (Mm99999064_ml). The optimal

concentrations of cDNA and primers, as well as the maximum efficiency of amplification, were
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obtained through five-point, 2-fold dilution curve analysis for each gene. For the relative
quantification of genes under study, real-time PCR reactions were performed in triplicate from
3.0 ng of reverse-transcribed RNA, 200 nm of each specific primer, TagManTM (Applied
Biosystems), and RNase free water to a final volume of 20 ul. The values of relative gene
expression data were performed in an ABI Prism 7500 sequence detection system (Applied

Biosystems).

Statistics and data representation. Statistical analysis and graphs were done using the
software GraphPad Prism7® (GraphPad Software, La Jolla, CA). Unless noted otherwise two
groups were compared by unpaired #-test. Data from object recognition test expressed as
Discrimination Index as described in De Paula et al (2020), and difference between groups was
assessed by performing unpaired ¢ test. Statistical significance was set to p <0.05. Outliers were
only excluded when a problem was noted during the experiment or sample processing as

described above. Values are represented as mean + standard error of mean (SEM).

RESULTS

Metabolic and brain alterations in a short time exposure of high-fat diet

Evaluating the metabolic response after an introduction of HFD for 1, 2 or 4 weeks, we
recently demonstrated that although fasting blood glucose was similar between the groups, HFD
decreased glucose clearance and increased the area under the curve (AUC) from 1 up to 4 weeks
compared to SD group. The impairment on glucose homeostasis was accompanied by higher
body mass gain in HFD animals and an increase on plasma cholesterol levels was observed
after 2 weeks of HFD remaining elevated until 4 weeks of treatment (Brunetta et al., 2018).

Here we investigated the effect of HFD on CNS of mice as shown in figure 1. Initially,
mice were subjected to a hippocampal-dependent recognition cued version of the novel object
recognition test for evaluation of cognitive capacity. Animals fed a SD demonstrated normal
recognition memory, as shown by increased exploratory behavior towards the novel object used
in the test session at all period of evaluation (fig 1d). However, the HFD group did not reach
the exploratory percentage of the novel object above the theoretical value of 50% from the first

week of evaluation, maintaining memory impairment up to 4 weeks of diet.
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Mice were further tested in the tail suspension test (TST) to evaluate depressive-like
behavior, where immobility time was recorded (fig 1e). Our results indicate a longer immobility
time in the animals submitted to HFD compared to the SD group, a difference already observed
in the first week of diet and persisting up to 4 weeks [F(1 wk) = 3.882; F(2 wk) = 1.451; F(4
wk) =2.18, P < 0.05].

We thus asked whether an increase in BBB permeability could be evoked by HFD
consumption on prefrontal cortex and hippocampus assessed by the sodium fluorescein
functional test (fig. 1f). Figure 1g and 1h shows mean NaFl concentration (g NaFl/mg brain
tissue) in the prefrontal cortex and hippocampus, respectively. A significant higher NaFl
concentration was observed with 1 week of treatment in prefrontal cortex (F =1.271, P <0.05)
and hippocampus (F=1.492, P <0.05). Intriguingly, at 2 weeks of HFD the NaFI concentration
of both structures was similar to the SD-fed group [F(1 PC) =23.29; F(Hip) = 1.363], increasing
again after 4 weeks of diet [F(1 PC) = 3.003; F(Hip) = 20.66, P < 0.05]. These results
demonstrate that the consumption of a hyperlipid diet even for a short period can cause, besides

metabolic alterations, important central changes that may culminate in neurodegeneration.
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Figure 1. Hippocampal abnormalities of mice fed a high-fat diet. a) Experimental design and the b)
behavioral tests approach. Novel object recognition (NOR) and tail suspension tests (TST) were
performed in mice fed SD or HFD for 1, 2 and 4 weeks. ¢) Cognitive performance of SD and HFD-
treated mice was accessed by NOR (n= 8-10/group; one-sample t test with hypothetical value of 50%).
d) Time of immobility in TST in order to evaluate depressive-like behaviour [n= 8-10; unpaired ¢ test
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for 1, 2 and 4 weeks of diet respectively (F=3.882; 1.451; 2.18)]. e) Sodium fluorescein assay to evaluate
BBB permeability on f) prefrontal cortex (F= 1.271; 23.291; 3.003) and g) hippocampus (F= 1.492;
1.363; 20.66) [n= 5-7; unpaired ¢ test for 1, 2 and 4 weeks of diet respectively]. Values are mean + SEM.
*P<0.05 SD vs. HFD.

Hippocampal alterations after 4 weeks of high-fat diet consumption

Characterization of mitochondrial activity was further performed from hippocampus
homogenate by high resolution respirometry. Animals fed with HFD for 4 weeks showed a
significant reduction in mitochondrial function when compared with those submitted to SD
(figure 2a and 2b). We used a multi-substrate protocol to measure proton leak (LEAK, PM),
complex I linked OXPHOS capacity (Clp, PM+ADP) and oxidative phosphorylation
(OXPHOS, PM+ADP+S) participation in the O2 consumption rate of hippocampal homogenate
from mice (figure 2a). LEAK stimulation with PM, in the nonphosphorylating state, showed
significant lower O2 consumption with 4 weeks of HFD (fig 2b, F=7.978, P = 0.063). Addition
of succinate (S) to Clp induced an increase of respiratory OXPHOS capacity in both groups,
however animals submitted to HFD were 25% lower (F=1.169, P < 0.05). To obtain a measure
for ETS, i.e., the maximal capacity of the electron transfer system under the conditions
examined, a step-by-step titration with uncoupler FCCCP was performed, showing that HFD
caused a significant reduction of ETS capacity (F= 2.061, P < 0.05). The inhibitory effect of
rotenone (Rot) on Complex I permits the evaluation of the complex II linked OXPHOS capacity
(ClIp), showing a 60% more activity on SD-fed mice (fig 4b, F=2.077, P < 0.05). No significant
differences were observed on mitochondrial function up to 2 weeks of HFD (Supplementary
fig la and b).

Astrogliosis is a hallmark of CNS injury and several mouse models of
neurodegeneration have recapitulated this outcome of functional alterations in glial cells by
using immunohistochemistry. Immunoreactivity for GFAP (fig 2d) was significantly increased
in the hippocampus of mice that received HFD for 4 weeks (F = 11.39, P < 0.05), remaining
unchanged in previous periods [Supplementary fig 1c, F(1 wk) = 1.271; F(2 wk) = 2.561].
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Figure 2. Hippocampal alterations followed by 4 weeks of HFD. a) Representative experiment in
SUIT protocol. b) Respirometric measurements by oxygen flux using PM as initial substrates (leak; F=
7.978, P=0.063), followed by ADP (CIp, F= 1.027), S (Oxphos; F= 1.169), FCCP titrations (ETS; F=
2.061) and finally inhibited by Rot (ClIlp; F=2.077) and Ant A in the hippocampus of mice submitted to
4 weeks of SD or HFD (n= 5-6; unpaired ¢ test). ¢) Representative images of GFAP immunolabeling in
the hippocampus of 4 weeks SD and HFD-treated mice (scale bar = 75 um), along with d) quantification
of GFAP immunoreactivity (n = 4/group; unpaired t test for 1, 2 and 4 weeks of diet respectively (F=
1.271;2.561; 11.39). Values are mean + SEM. *P<0.05 SD vs. HFD.

Short-term high-fat diet compromises brain function

In order to assess exactly the onset of brain alterations, we evaluated the same
parameters in an early time-course of dietary feeding. Figure 3a shows that the cognitive
impairment appears with only 3 days of HFD, while depressive-like behavior can be visualized
after day 5 [fig 3b, F(day 5) =3.763, P < 0.01; F(day 6) = 1.759,P < 0.0001] . Despite the high

blood-brain barrier plasticity to injury situations, an increase in its permeability could be
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observed on the third day of hyperlipidic diet in the prefrontal cortex (fig 3¢, F= 15.59) and
after 2 days in the hippocampus (fig 3d, F=57.77).

Given that dietary fats are important triggers for changes in BBB permeability, this
disordered connection between the peripheral and CNS may induce activation of an
inflammatory process. Therefore, we seek to evaluate the gene expression of the main
proinflammatory cytokines involved in this process in the hippocampus of animals. Although
there were no significant changes of the hippocampal expression of IL 13 between the groups
during the 6 days of dietary feeding (fig 3g), at the second day, mice showed a trend of
increasing in TNF-a (fig 3e, F=2.31) and a remarkable increase of IL-6 (fig 3f, F= 8.948).
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Figure 3. Evaluation of the high-fat diet effects in an early time-course. Assessment of the initial
moment of changes in a) cognition (n= 6-8/group; one-sample t test with hypothetical value of 50%),
b) depressive-like behaviour (n= 6-8 unpaired ¢ test), BBB permeability in ¢) prefrontal cortex and d)
hippocampus in mice fed HFD from 1 up to 6 days (n= 3-4 unpaired ¢ test), as well as proinflammatory
cytokines represented by e) TNF-a, f) IL-6 and g) IL 1B (n= 4-6 unpaired ¢ test). **P<0.01, *P<0.05
SD vs. HED.



56

We next investigated whether mice consuming HFD for up to seven days would exhibit
alterations in synapse number. IHC staining for the presynaptic marker synaptophysin (SYP)
was conducted in the hippocampal CA1 region (Fig. 4a-c and e-g) to visualize presynaptic
specializations. The intensity of SYP was analyzed by reactive synaptic optical density, which
displayed a 25.7% decrease (Fig. 4d, F= 1.97) of mice submitted to 7 days of HFD compared

with control.
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Figure 4. Decrease of synaptic density after seven days of HFD. a-c, e-g) IHC analysis for the
expression and localization of the pre-synaptic terminals immunolabeled for pre-synaptic marker
synaptophysin (SYP) in hippocampal CA1 region of mice submitted standard diet, 3 or 7 days of HFD
(n=4-5, unpaired ¢ test). Scale bar = 50 pm (a-c) and 20 um (e-g) d) quantitative analysis for the relative
intensity of SYP. Data are shown as mean + SEM. *P<0.05 SD vs. HFD.

Infliximab modulates diet-induced brain alterations

In clinical practice, the inhibition of TNF-o activity has proven to have beneficial
effects in chronic inflammatory diseases and blood glucose control. Our aim in this
experimental design was to evaluate the effect of the TNF-a blocking monoclonal antibody
infliximab on mice fed an HFD for 1 week (fig 5a). Our results show that the impaired
recognition memory observed in mice after 1 week of HFD consumption is reversed by the
cotreatment with infliximab (fig 5b). The inhibition of TNF-a activity also reduces diet-induced
depressive-like behavior as shown by the lower immobility period in TST compared to the
vehicle group in figure 4c (F=3.732, P <0.05). Seven days of treatment with infliximab resulted
in no significant changes in prefrontal cortex NaFI concentration regardless of the diet (figure

5d). In hippocampus on the other hand, the HFD produced a significant increase in BBB
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permeability in vehicle group (figure Se; F= 7.18 vehicle SD vs. HFD, P < 0.05) and the
pharmacological inhibition of TNF-o activity seems to reduce NaFl leakage to the central

nervous system (F=2.896 HFD vehicle vs. infliximab, P = 0.08).
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Figure 5. Anti-inflammatory effect on CNS alterations induced by high-fat diet. a) Experimental
design of mice fed either SD or HFD for 7 days and treated with saline or infliximab (10 mg/kg). b)
Cognitive performance of treated mice (n= 8-10/group; one-sample t test with hypothetical value of
50%). ¢) Time of immobility in TST [n= 8-10; unpaired ¢ test (F=2.479 vehicle SD vs. HFD) (F=3.732
HFD vehicle vs. infliximab)]. d) Sodium fluorescein assay prefrontal cortex and e) hippocampus (n=
4/group; F=7.18 vehicle SD vs. HFD; F= 2.896 HFD vehicle vs. infliximab). Values are mean + SEM.
**P<0.01, *P<0.05 SD vs. HFD and &P<0.05 vehicle vs. infliximab.
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Supplementary Figure 1. Mitochondrial function and astrocyte activation within 1 and 2 weeks of
HFD. a-b) Respirometric measurements by oxygen flux in the hippocampus of mice submitted to 1 (a)
and 2 (b) weeks of SD or HFD (n= 5-6; unpaired ¢ test). ¢) Representative images of GFAP
immunolabeling in the hippocampus of 1land 2 weeks SD and HFD-treated mice (scale bar = 75 pm).

Values are mean + SEM.
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Appetite regulation during endotoxin-mediated systemic inflammation

INTRODUCTION

The central nervous system plays an important role controlling food consumption and
maintaining metabolic homeostasis. Within the arcuate nucleus of the hyphotalamus (ARC), a
subset of neurons expressing agouti-related protein (AgRP) is known to promote feeding under
food deprivation and hunger (Betley et al., 2015). Among other mechanisms, the activity of
these neurons is also regulated by the stomach, which releases, upon starvation, the hormone
peptide ghrelin. Central or peripheral injection of ghrelin activates AgRP neurons within
minutes after administration, promotes food intake and leads to body weight gain, in a dose
dependent manner (Nakazato et al., 2001). Ghrelin levels increase of about two-fold during
starvation, and immediately fall back to baseline upon re-feeding or oral glucose administration
(Tschop et al., 2000). In this context, the initiation of food consumption, or just the sight of
food, leads to a rapid and strong inhibition of 96% of AgRP neurons (Betley et al., 2015).

Eating behavior also occurs by activating AgRP neurons using calcium image
(Andermann & Moore, 2008). However, recently it has been shown that artificial activation of
AgRP neurons does not promote ingestive behavior in presence of lipopolysaccharides (LPS),
an endotoxemic stimulus with known anorectic effects (Liu et al., 2016). Capitalising on these
findings, here the possible link between AgRP neurons and inflammation was investigated in
order to shed light on the biological mechanism governing an apparent paradox, such as having
reduced food consumption during a highly energy demanding process like systemic
inflammation.

In awake, freely moving animals, the neural recording modality of fiber photometry has
become an important tool in identifying correlates of behavior and neural circuits. Fiber
photometry uses genetically encoded optical reporters to link specific cellular activity in
stereotaxically targeted brain structures to specific behaviors in real-time (Simone et al., 2018).
In the present study, we first investigated the effects of LPS-induced endotoxemia on appetitive
behavior under selective activation of AgRP neurons by calcium imaging in fiber photometry.
From this, we evaluated the gene expression levels of several cytokines involved in the systemic

inflammatory process in peripheral tissues and hypothalamus in fed and fasting mice under
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endotoxemia, as well as the expression of tight junctions present in the blood-hypothalamic

barrier (BHB) and its permeability.

METHODS
Ethical Statement. All animal experiments were performed under strict adherence to UK
Home Office regulations according to the Animals (Scientific Procedures) Act, 1986, and were

licensed by a UK Home Office Project License.

Animals. AgRPtmI(cre)Lowl (JAX #012899) were obtained from The Jackson Laboratory.
Animals were provided with standard chow and water ad libitum and were housed in seal-safe
individual ventilated cages (Techniplast) under controlled temperature/humidity (22-24C —
55%) and 12-hr light/dark cycles.

Experimental design 1. This first experimental protocol was carried out following
Boudjadja M., as a way to learn the technique used in this methodology. The results of
the experimental design presented here belongs to the project elaborated by Mehdi as part
of his PhD study.

We used the newest real time in vivo neuronal activity assessment methodology to verify the
activity of AgRP hunger-promoting neurons under LPS-induced endotoxemia. For this, animals
were placed inside isolated cages and the photometric fiber was linked to the light cable
connected to the photodetector. After recording basal neuronal activity, the animals received
LPS (100 pg/kg i.p.) or saline (0,9%) injection and tests such as food presentation, caged food

or ghrelin injection were performed.

Stereotaxic Fiber Implantation and Virus Injection. To achieve cell-type specific Cre-
inducible calcium indicator (jGCaMP7s) expression in the arcuate nucleus of the hypothalamus,
10-week-old male mice were injected with AAVvirus. Stereotaxic surgery was performed under
5% (v/v) isoflurane in oxygen anesthesia and fixed into a stereotactic frame (Kopf Instruments)
using ear bar with head angled at roughly 45° on a heated pad. Sedation was maintained at 1.5—

2.5% isoflurane during surgery. Under magnification, craniotomy was performed to target the
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ARC region (A/P, -1.46; M/L, 0.10; D/V, 5.90 from the obex). A glass micropipette (diameter
20—40 pm) was used to deliver 150 nl of virus/side with multiple microinjections over 2-3
minutes, under air pressure using a PLI-100A Pico-Injector (Harvard Apparatus, Cambridge,
UK) and allowed to diffuse for 10 min before the needle was withdrawn. Animals received
subcutaneous administration of 5 mg/kg Carprofen and 0.1 mg/kg Buprenorphine pre-
operatively to provide pain relief upon recovery. Chronically implantable optic fibers (Doric
Lenses) with 400 pm core, 0.48 NA optic fiber threaded through metal ferrules were then
implanted above the viral injection site. Recordings began a minimum 3 weeks after surgery to

allow sufficient time for stable and robust virus expression.

In vivo calcium imaging. Fiber photometry allows for the measurement of neuronal calcium
transients in real time (Calipari et al, 2016; Gunaydin et al, 2014). Two light emitting diodes at
473 nm (JGCaMP stimulation wavelength) and 405 nm (control for artifactual fluorescence)
(Thorlabs) were reflected off dichroic mirrors (FF495; Semrock) and coupled to a 400 pm
0.4 N.A. optical fiber (BFH48-600, Thorlabs) using a 400 x 0.4 N.A. microscope objective
(Olympus) and fiber launch (Thorlabs). The emission light was collected by the same optical
fiber, passed through a GFP filter and focused onto a photodetector (model 2151 femtowatt
photoreceiver; Newport) where the two output signals were separated based on modulation
frequency. Samples were collected at a frequency of 381 Hz. Recordings were made from ARC
region in mice and data were extracted and analyzed using custom-written scripts in Matlab

R2016b (The MathWorks).

Experimental design 2. This experimental trial aims to define the biological mechanism
underlying sickness-related loss of appetite. For this, fed and fasted mice (heathy or under
endotoxemia) had their blood, tissues and brain removed for posterior evaluation. Analysis of
gene and proteins expression involved in the inflammatory process were performed, as well as

specific markers of BHB permeability homeostasis.

Drug treatments and tissue harvest. All mice were injected with 0.9% saline or 2.5 mg/kg
LPS (Sigma, L4391). For all these IP injections 25 G needles were used; volumes of

administered solutions were within the LASA guidelines. Small samples of blood were
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collected by tail nick at 2 and 4h post LPS injection; serum was obtained by centrifuging blood
at 5000 rpm for 5 min at 4 C and stored at -80C until use for ELISA assessment. Four hours
after LPS injection, mice were killed by carbon dioxide (CO2) method and tissues were
harvested in RNALater (Sigma R0901). Hypothalamus, liver, colon and spleen were collected
from each mouse and stored at -80C until use. Another batch of animals was transcardially
perfused with saline followed by 10% formalin + 1% labelling agent (Evans blue) and had their

brains removed for BHB permeability analysis at the brainstem level.

RNA extraction & real time qPCR. RNA isolation and purification from hypothalamus,
colon, spleen and liver samples were performed using TRI-Reagent (Sigma, 15596026) and
QIAGEN RNeasy Mini Kit (74104) respectively, according to the manufacturer’s protocol. The
RNA concentration and purity were determined using NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) with the spectral absorption at 260 and 280
nm. Complementary DNA (cDNA) was synthesized from RNA templates using High capacity
cDNA reverse transcription kits (ThermoFisher, 4368814) and GeneAmp® PCR System 9700
thermal cycler (from Applied Biosystems Foster City, CA, USA). Quantitative real-time PCR
experiments were carried out using a 7500 Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems)
using the Quantifast SYBR green detection method (Qiagen, 204054). For hypothalamus, liver
and spleen samples gene expression was compared with Gapdh, while for colon samples gene
expression was compared with Hprt. The following genes were used: claudin, occludin and ZO-
1 (for hypothalamus) and Tnf, 116, 112, Il1b, Ifng, Saa3, Foxp3 (for colon, spleen and liver) (see

Table 2 for the oligonucleotide primer list).

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). TNF-a and IL-1f protein levels in serum
samples were assayed using mouse TNF-o and IL-1 ELISA Kit (R&D system, MTAOOB)
respectively, according to the manufacturer’s protocol. Serum samples were diluted 1:10 in

reagent diluent buffer.

Blood-hypothalamus-barrier permeability. The analysis of BHB permeability was done by

transcardially perfusion of Evans blue (EB), a dye with high affinity for serum albumin and is
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commonly used to assess the permeability of the blood-brain barrier (BBB) (Mullier et al.,
2010). Mice were deeply anesthetized (1% pentobarbital, 10 ml/kg) and perfused transcardially
with 0.1 M PBS, followed by 10% formalin containing 1% EB. After decapitation, fixed brains
were removed, postfixed in 10% formalin for 24 h, and dehydrated in a 30% sucrose solution
at 4°C. The brains were prepared for coronal brain sectioning (30 um) of hypothalami on
vibratome at —25-C and the red autofluorescence of EB was directly visualized and imaged with

a fluorescent microscope.

Experimental design 3. This study step aimed to identify changes in protein expression
occurring at the ARC and ME following induced activation of the immune system during a
sustained inflammatory response. To achieve this the dextran sodium sulfate (DSS) colitis
murine model was used (Eichele & Kharbanda, 2017). DSS is a polysaccharide specifically
toxic to colon epithelial cells which causes disruption of the gut epithelial barrier, resulting in
endotoxemia as the gut microbiota reaches blood circulation. Animals were transcardially
perfused with saline followed by 10% formalin and had their brains removed for

immunohistochemistry assay.

DSS-induced colitis model. All mice had their body weights recorded previously to the start
of experiment. Following this, mice used for the colitis murine model were provided 2.5% DSS
in water as their only water source (n=6-8 each group). Symptoms of ulcerative colitis were
measured daily for all mice and scored according to three parameters: body weight loss (0 —no
weight loss, 4 - <80% weight), stool consistency (0 — healthy, 4 — diarrhea) and presence of
blood in the faeces (0 — no blood, 4 — bloody stools) in a scale from 0 to 12.

Immunohistochemistry (IHC). ARC serial slices (30 um) used for IHC were selected (10-12
per brain) and washed with PBS for 30 minutes, changing PBS every 10 minutes, followed by
blocking for 60 minutes with 10% goat serum and 0.25% Triton X- 100 in PBS. Brain slices
were then incubated overnight at room temperature with 5% goat serum and 0.25% Triton X-
100 in PBS solution containing the primary antibody goat anti-CD3 (1:200, BD Biosciences
cat. no. 555273). On the following day slices were washed again for 30 minutes with PBS, and
then incubated for 2.5 hours with 5% goat serum and 0.25% Triton X-100 in PBS solution
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containing the secondary antibody: anti-goat-AF594 (1:200, Abcam cat. no. ab150160). A final
wash in PBS was performed and slices were mounted onto Superfrost slides to be further
imaged in AXIOSCOP II microscope (Zeiss, Germany). Neuroanatomical landmarks were

identified using the Allen Brain Mouse Atlas (Allen Institute, Seattle, US).

Western Blot. Hypothalamic excisions from the brain of control and colitis model (2.5% DSS
for 6 days) mice were homogenized using zirconium beads, centrifuged to remove lipid content
and protein concentrations determined using a bicinchoninic acid assay (BCA) protein assay
kit (ThermoFisher). Protein extracts were used to prepare western blot samples in 1X Laemmli
Buffer (62.5 mM Tris-HCIl pH 6.8, 10% glycerol, 1% SDS and 2% B- mercaptoethanol in
dH20). Protein samples (37ug of protein per well) were run in a 15% poly-acrylamide gel (15%
acrylamide, 25% 1.5M Tris pH 8.8, 1% SDS, 1% APS and 0.1% TEMED in dH20) for 60
minutes at constant 150V in running buffer (25mM Tris, 192mM glycine and 0.1% SDS in
dH20, pH 8.3) and then transferred onto methanol-activated PVDF membranes at constant
300mA for 60 minutes in transfer buffer (20mM Tris, 150mM glycine, 0.1% SDS and 20%
methanol in dH20O). The resulting membranes were Ponceau stained (Ponceau staining
solution: 0.1% Ponceau S dye and 1% acetic acid in dH20) to identify protein bands and were
then cut into two strips to separate the actin-containing band (43kDa) from the CD3-containing
band (25kDa), using for this purpose a dual colour standard protein ladder (Bio-Rad, cat. no.
1610374) run simultaneously with the protein samples. Membranes were then blocked for 60
minutes at room temperature with TBST solution (20mM Tris, 150mM NaCl and 0.1% Tween-
20 in dH20) containing 3% bovine serum albumin (BSA). Membranes were incubated
overnight at 4°C in a roller with primary antibodies for CD3 (1:250, BD Biosciences cat. no.
555273) or housekeeping protein (actin: 1:4000, Abcam cat. no. ab8227) in antibody diluent
buffer (25mM Tris, 0.5mM NaCl, 0.05% Tween-20 and 0.5% BSA in dH20 pH 7.4). In the
following morning membranes were washed in 6 10-minute intervals with TBST at room
temperature, then incubated at room temperature for 60 minutes with secondary HRP-
conjugated antibodies (1:1000 anti-rat for CD3 and 1:10000 anti-mouse for actin) in antibody

diluent buffer, followed by 6 10-minute intervals of washes with PBS. Membranes were
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developed using Luminata Crescendo (ThermoFisher) and imaged with a LAS-3000 Fujifilm

imaging system. Images were processed using Fiji Imaging Software.

Statistical Analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Data were analyzed using student t-test: unpaired, two tailed,
parametric distribution. N represents independent biological replicates. Data are presented as

mean * Standard Derivation (SD) and statistical significance was set at p<0.05.

RESULTS
AgRP neurons are able to detect negative balance but fail to promote feeding during

inflammation

In order to access AgRP neuronal activity on appetite-controlling behavior of animals
under inflammation induction, we performed in vivo fiber photometry approach. The basic
principles of the technique are represented in Figure la-b. As shown in Figure lc, AgRP
neurons are rapidly inhibited upon sensory detection of palatable food in both accessible and
caged form (minute 0) and their activity remains inhibited respectively during consumption or
olfaction in healthy mice. However, despite a slight drop in activity upon food presentation,
feeding-promoting AgRP neurons remain active during systemic inflammation (Figure 1c)
without being able to promote feeding. Moreover, under inflammation the response of AgRP
neurons to ghrelin (a hormone signaling hunger) remains similar to that observed in control
mice (Figure 1d), demonstrating that these neurons maintain their ability to detect caloric

deficiency, but fail to induce food ingestion.
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Figure 1. In vivo calcium imaging of AgRP neurons in freely behaving mice on the detection of
feeding behavior during inflammation. (a-b) Schematics representing basic principles of in vivo fiber
photometry. a) AgRParc neurons are targeted with a Cre-inducible calcium indicator (jGCaMP7s) via
stereotaxic surgery in AgRP-Cre reporter mice. b) A fiber probe is implanted above the ARC to collect
bulk changes in calcium-mediated fluorescence using fiber photometry. The activity-dependent
fluorescence is then spectrally separated, filtered, and focused onto a photodetector for quantification.
(c-d) Representative results of in vivo recordings showing that AgRParc neurons activity to c¢) food
presentation (FP) and d) ghrelin injection (n=4 each group).

Analysis of the blood-hypothalamus-barrier permeability following low-grade immune
challenges

The extravasation of Evans blue (EB) dye from blood vessels, a sensitive estimate of
BHB permeability, was measured and compared in the hypothalami of mice fed ad libitum,
deprived of food for 24h and those 24h-deprived of food post-LPS. We observed that in animals
under LPS-induced endotoxemia there is a greater extravasation of EB in the hypothalamic
medium eminence, being diffused also to the ARC (Figure 2a), showing a higher permeability
of BHB through the circumventricular region. To investigate the role of BHB plasticity in the

adaptive response to fasting during inflammation and reveal the molecular mechanisms
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determining the degree of increase in BHB permeability, the expression changes of tight
junctions (TJ) proteins including ZO-1, occludin and claudin-1 were measured (Figure 2 b-d).
Tight junctions are required for cellular adhesion between adjacent cerebrovascular endothelial
cells and can limit the transfer of water and other substances through the BHB. Visually, we
can see that systemic inflammation alters the organization of the tight junction complexes in

the hypothalamus (Figure 2 b-d), although it is only significant in the mRNA occludin

expression levels during fasting (Figure 2c).
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Figure 2. BHB rearrangement during anorexia and endotoxemia. a) Evans Blue dye diffusion in the
hypothalamic tuberal region in fed, fasted and fasted under LPS mice (n=6 animals for each group).
RTgPCR analysis of b) ZO-1, ¢) Occludin and d) Claudin-1 tight junction genes involved in BHB
plasticity in the hypothalamus of all groups. Results are presented as mean + SD. *p<0.05.



71

Interaction between circulating immune cells and hypothalamic appetite-regulating
neurons

In a previous study by Dr. D'Agostino's group, it was shown that AgRP neurons largely
express SerpinA3N, a serine protease inhibitor (unplublised data). Knowing that during fasting
and systemic inflammation states a rearrangement of the BHB occurs, we hypothesize that quite
possibly a consequent T lymphocyte infiltration in the CNS is also occurring. Therefore, we
sought to evaluate the expression of the T cell release product, leukocyte elastase (Elane), a
serine protease that has been associated with inflammation but poorly investigated in the
nervous system (Lee e Downey, 2001; Vicuiia et al., 2015). During fasting, we observed a
significant increase in relative levels of Elane expression in the hypothalamus of animals
compared to fed group. However, during the LPS-induced inflammatory process, these levels
are reduced (Figure 3a), probably inhibited by SerpinA3N. The expression of granzyme B
(GzmB), an enzyme found in the granules of cytotoxic T cells and natural killer (NK) cells with
proteolytic activity during chronic inflammation (Hiebertl & Granville, 2012) was also
evaluated. In figure 2b we demonstrate increased GzmB levels in fasted mice, with an

exacerbation of its expression during endotoxemia (Figure 3b).
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Figure 3. Serine proteases immune regulation during anorexia and endotoxemia. Hypothalamic
mRNA expression of a) leukocyte elastase and b) granzyme B markers in fed and fasted healthy or under
systemic inflammation mice (n=6). Animals received 0.9% saline or 2.5mg/kg LPS. Results were
normalized with the housekeeping gene Gapdh. Results are presented as mean + SD. **p<0.01, *p<0.05
Fed vs. Fasted.
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In response to systemic inflammation, inflammatory cytokines such as tumor necrosis
factor-o. (TNF-a) and interleukin-13 (IL-1p) are generated. These cytokines circulate in the
blood and communicate with neurons in the brain. There are different ways in which peripheral
inflammation communicates with the brain. But it is more likely that cytokines can bypass BBB
in the circumventricular organs, and there bind to macrophage receptors within these organs,
activating them. With the aim of elucidating the possible involvement of AgRP neurons in the
regulation of the systemic inflammatory response, fed (AgRP usually inhibited) and fasted
(AgRP activated) mice received 0.9% saline or 2.5 mg/kg LPS. We then investigated whether
there would be differences in proinflammatory cytokine protein levels in serum after two and
four hours of LPS injection between the groups. As shown in Figure 4, we observed that under
the acute phase of endotoxemia (2h after LPS injection), fasting animals showed a dynamic
decrease in serum TNF-a (figure 4a) and IL-1p (figura 4b) levels compared to the fed group,
with no significant difference in protein expression of both cytokines after 4h. In a time-course

way, TNF-a levels are interestingly lower after 4h, while IL-1f3 levels increase.
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Figure 4. Serum protein levels of proinflammatory cytokines during anorexia and endotoxemia.
Serum taken 2h and 4h after LPS injection, was analyzed through ELISA to quantify a) TNF-o and b)
IL-1B (n=6). Results are presented as mean + SD. *p<0.05 (vs fed group), #p<0.05 (vs 2h group).

Gene expression of pro-inflammatory markers in liver, colon and spleen were analyzed
by RT-qPCR. No significant differences between fed and fasted groups were found in liver
samples (Figure 5b). In colon however, the levels of most mRNA cytokines were significantly

reduced in the fasted group except only IL-1p (Figure 5c). In addition, a significant difference
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was observed in the potent activator of macrophages - interferon gamma (IFNYy) expression in

the spleen (Figure 5d).
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Figure 5. Tissue gene expression of pro-inflammatory cytokines during anorexia and
endotoxemia. a) Real-time PCR analysis of b) liver, ¢) colon and d) spleen. Samples were taken 4h after
LPS injection (n=6). Results are presented as mean + SD. *p<0.05, **p<0.01 (vs fed group).

Frequency of T cells in the ARC and ME is increased during colitis

SerpinA3N is increasingly expressed at the ARC of the hypothalamus during colitis,
and it is at hunger-promoting AgRP neurons where expression primarily occurs. Knowing this,
the following step for this study was to elucidate which substrate SerpinA3N could be targeting
at this area of the CNS. SerpinA3N, as stated earlier, is an inhibitor of leukocyte-derived
elastase, so it was of interest to find a specific population of leukocytes which frequency at the
ARC and ME was increased similarly to the increases seen in SerpinA3N. Recently, SerpinA3N
has been shown to reduce neuropathic pain following spinal cord injury by inhibiting
specifically T cell-derived leukocyte elastase (Vicuna et al., 2015). Therefore, our scope for
immune cells at the ARC was initially narrowed down from leukocytes to T cells (for which

the general marker cluster of differentiation 3 - CD3 - was used).



74

As seen in Figure 6a, an increase in frequency of T cells at the ARC and ME after 4-
day administration of colitis-inducing DSS was observed, as the CD3+ cells were clearly visible
in bright red (shown by white arrows). This increase (approximately two-fold) was reflected
throughout the ARC at different Bregma levels. Most of these T cells were localized at the ME,
but some were also observed at the ARC. Furthermore, all positive cells for each entire ARC
were counted using a fluorescence microscope. The results of the cell counting show a
significant difference in CD3+ cell frequency between control and colitis mice during chronic
stage of the disease (day 4), showing a decrease in total number of infiltrating cells among the
recovery phase (Figure 6b). In addition, western blot analysis of hypothalamic protein extracts
of control and colitis mice was done to observe changes in CD3 expression. The preliminary
results, yet to be optimized due to the very low overall concentration of CD3, show indication

of increased CD3 expression in colitis mice compared to control (Figure 6c).
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Figure 6. Sustained inflammatory response in DSS colitis murine model. a) CD3+ (narrows in bright
red) cells in a representative fluorescence microscopy images from immunohistochemically labelled
control and 4-day colitis model (2.5% DSS in water for 4 days) mice brain slices (Bregma levels: top —
1.94mm, bottom -2.3mm). b) Quantification of CD3+ cells in hypothalamus of control and colitis model
mice (n=6-8). ¢) Preliminary Western Blotting of hypothalamic protein extracts of control and colitis
model (2.5% DSS for 6 days) mice were run to test for CD3 expression (n=4).
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T cells infiltration is positively correlated with colitis disease score

The previous results consistently showed how induction of colitis leads to increase of T
cells at the ARC and ME. However, progression of disease is always slightly different between
different mice, so the changes of T cell frequency at the hypothalamus observed could also
accordingly vary. As individual disease scores had been carried out it was possible and of
interest to find if there was a direct correlation between the number of T cells in the ARC and
ME of mice and their individual disease score at day 4 of colitis or in a control setup.

As expected, the disease score was significantly higher for those mice being
administered 2.5% DSS in water in comparison to control mice (Figure 7a) in time-dependent
manner (Figure 7b). Interestingly, as shown in figure 7c, a significant positive correlation was
indeed found between the disease score of each mouse and the number of CD3+ cells at the

ARC and ME counted at the fluorescence microscope (n=6, Pearson correlation p=0.05 r2=0.6).
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Figure 7. Positive correlation between colitis disease score and number of CD3 cells in
hypothalamus. a) Colitis disease score of control and colitis model (2.5% DSS in water for 4 up to 9
days) mice. b) Increasing disease score among the days. c) Correlation between individual colitis disease
score and total numbers of CD3+ cells counted in the hypothalamus following immunohistochemical
analysis. ****%p<0.0001 vs control group (day 0).
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6 DISCUSSAO

A grande maioria dos estudos apoia a conclusio de que a exposi¢ao a dieta hiperlipidica
pode ter um impacto dramédtico e duradouro no balanco energético a nivel do sistema nervoso
central. No presente estudo, demonstramos alteracdes neuroquimicas, neurofuncionais e
comportamentais no hipocampo de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica de modo
temporal. Nossos resultados corroboram evidéncias clinicas que demonstram uma comorbidade
entre a obesidade e neuropatologias, como depressao (Mulvahill et al., 2017; Shinkov et al.,
2017) e deméncia (Ng et al., 2016; Fan et al., 2017) e comprovam que o processo das disfuncdes
induzidas pela dieta ocorrem muito precocemente do que previamente mostrado na literatura.
Além disso, apontamos haver um papel crucial do neuropeptideo orexigeno AgRP no
controle/combate ao estado de inflamacgdo sist€émica e buscamos compreender melhor o
mecanismo pelo qual esse peptideo age.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a prevaléncia mundial de
obesidade dobrou nas dltimas 3 décadas e atualmente, pelo menos um ter¢o dos adultos com
mais de 20 anos estd com sobrepeso ou obesidade. Além do decréscimo na qualidade de vida,
os custos anuais estimados em satide nos EUA para as vitimas de obesidade ultrapassam US$
140 bilhdes (Finkelstein et al., 2009). Outro desafio de saide dispendioso que as culturas
ocidentais enfrentam € o aumento de casos de deméncia, principalmente a doenca de Alzheimer,
cuja projecdo para os proximos 40 anos € de um aumento em quatro vezes de sua incidéncia na
populag@o mundial, atingindo cerca de 160 milhdes de individuos (Lane et al., 2018). Assim, é
de suma importancia a identificacao dos fatores de risco e estratégias para prevenir ou retardar
0 inicio e a progressao de ambos os distdrbios.

Nosso estudo aponta que o déficit cognitivo induzido pelo consumo de dieta
hiperlipidica ocorre rapidamente, demonstrando claramente que o processo de disfun¢do
cognitiva induzida por dieta em roedores come¢ca muito mais cedo do que o mostrado
anteriormente (Kanoski e Davidson, 2011; Cordner e Tamashiro, 2015). Ap6s consumir a dieta
hiperlipidica por trés dias, observamos nos camundongos um comprometimento de memoria
espacial de referéncia através do teste do reconhecimento do objeto. O teste baseia-se na
tendéncia espontanea dos roedores - anteriormente expostos a dois objetos idénticos - em

explorar mais tarde um dos objetos que foi substituido por outro de cor, forma e textura
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diferente, por mais tempo do que exploram o objeto familiar. Ou seja, os animais com memoria
preservada passam mais tempo explorando o novo objeto ao invés do objeto familiar, indicando
que ele se lembra do objeto apresentado anteriormente (Greco et al., 2010). Este teste fornece
um indice qualitativo de aprendizagem. Demonstramos que os camundongos alimentados com
a dieta hiperlipidica ndo exploraram por maior tempo o objeto novo. Por outro lado, os animais
do grupo SD exploraram o objeto novo por um periodo de tempo maior, como indicado pelo
aumento significativo no indice de reconhecimento em compara¢cdo com um valor tedrico de
50%. O comprometimento de memoria se mantém até o término do periodo testado (28 dias).
O réapido comprometimento nas tarefas de memoéria de reconhecimento sugere disfuncdo
cognitiva induzida por dieta hiperlipidica no cértex perirrenal e no hipocampo. Outro estudo
usando o reconhecimento do objeto para testar o efeito de dietas hiperlipidicas na memoria de
camundongos encontrou efeitos diversos (Cordner e Tamashiro, 2015). Essas diferengas podem
ser devido a diferentes quantidades de gordura na dieta (ou seja, 40% ou 60% de energia a partir
de gordura) e/ou modificagdes na execucao do teste de reconhecimento do objeto utilizando
intervalos de reten¢do entre as fases de treino e de teste diversificados (Antunes e Biala, 2012).

Dentre as neuropatologias associadas a obesidade, talvez a mais frequente seja
relacionada aos transtornos do humor. Acredita-se que essa associacdo seja bidirecional, em
que individuos obesos tendem a desenvolver um quadro de ansiedade e depressdo e a0 mesmo
tempo aqueles que possuem comportamento depressivo acabam por adotar uma dieta
hipercaldrica, levando ao aumento gradual de peso corporal (Pulkki-Raback et al., 2009;
Mansur et al., 2015; Mulvahill et al., 2017). O conceito de uma relagdo bidirecional entre a
obesidade e os transtornos do humor baseia-se nao apenas no risco preditivo reciproco de cada
doenca, mas também nas diferencas relatadas, nas declaracdes clinicas do homem e na resposta
ao tratamento associados a essa coocorréncia. Além disso, sobreposicdes de uma série de
fatores de risco ambientais, bem como de mecanismos patologicos periféricos e centrais ja
foram descritos (Lustman et al., 1992; Sullivan et al., 2005; De Venter et al., 2013). Evidéncias
de estudos clinicos em individuos com transtorno bipolar indicam que a obesidade predispde a
uma doenca predominantemente depressiva, na medida em que a duracdo dos episddios
depressivos tende a ser mais longa e a hospitalizag@o por depressao € mais frequente (Goldstein

et al., 2011). Um curso mais severo e cronico, com maior capacidade funcional e maior risco
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de suicidio foram relatados (Mclntyre et al., 2008; Calkin et al., 2009). Transtornos de
ansiedade comérbidos também sdo mais comuns (Calkin et al., 2009). Além disso, individuos
obesos / acima do peso com transtorno bipolar demonstraram ter um desempenho cognitivo
ruim e pior desempenho nos testes que medem a atencdo, quando comparados a pacientes com
peso normal.

A partir desses dados, buscamos avaliar o efeito do consumo da dieta hiperlipidica sobre
o comportamento tipo-depressivo dos camundongos através do teste de suspensdo pela cauda,
modelo de desespero comportamental. Este teste foi desenvolvido para avaliar atividade
antidepressiva de compostos e sua validade é baseada na observacdo de que, em roedores, o
tempo de imobilidade € reduzido por vdrias classes de antidepressivos (Steru et al., 1985).
Embora este teste seja rotineiramente empregado para buscar substdncias antidepressivas,
também vem sendo muito utilizado para determinar fendtipos tipo-depressivos em diversos
modelos animais (Martin-de-Saavedra et al., 2013; Romano et al., 2014), o que valida sua
utilizagdo para além de uma simples ferramenta de caracterizacdo farmacolégica de compostos.
Nés observamos que o grupo alimentado com dieta hiperlipidica apresentou comportamento
tipo-depressivo no teste de suspensdo pela cauda a partir do sexto dia dos periodos
comportamentais avaliados. Nossos resultados corroboram o estudo de Strekalova e
colaboradores (2015), no qual o mesmo teste foi utilizado para demonstrar que o consumo de
uma dieta rica em gordura (por 21 dias) resultou em comportamento tipo-depressivo em
camundongos C57BL/6.

As contribui¢des vasculares ao comprometimento cognitivo sdo cada vez mais
reconhecidas enquanto estudos de fatores de risco cardiovasculares comuns - como tabagismo,
hipertensdo, dislipidemia e diabetes - e a depressdo produzem resultados variados fornecendo
suporte para uma associagao (Mast et al., 2008; Yochim et al., 2003 e 2006). Junto aos fatores
de risco vasculares, o alto consumo de gorduras saturadas, que eleva os niveis de colesterol e
triglicerideos plasmaticos e altera o metabolismo da glicose, podem afetar funcionalmente a
homeostase da BHE. Em condi¢des normais, os dcidos graxos presentes na corrente sanguinea
nao sdo livremente difusiveis no cérebro (Mitchell e Hatch, 2011), dependendo de sistemas de
transporte especificos presentes nas estruturas da barreira (Betsholtz, 2014). A funcdo e
distribuicdo adequadas desses sistemas de transporte sdo de grande importancia no

desenvolvimento e fisiologia do cérebro ao longo da vida, porque a maioria dos 4cidos graxos
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que constituem os fosfolipidios do SNC nao pode ser sintetizada de novo e, portanto, deve ser
importada da periferia (Betsholtz, 2014, Nguyen et al., 2014). Por isso, em condicdes
fisioldgicas e sob o consumo de dietas que contenham quantidades nutricionalmente adequadas
de gordura, a BHE apresenta um certo grau de permeabilidade e permissividade a determinados
nutrientes, incluindo dcidos graxos (Obici e Rossetti, 2003). No entanto, o aumento do consumo
de gorduras alimentares é capaz de aumentar ainda mais a permeabilidade da BHE a tal ponto
que a composi¢ao de 4dcidos graxos no SNC é modificada por abordagens alimentares.

Em um estudo prévio do nosso grupo, camundongos hipercolesterolémicos
apresentaram elevada imunorreatividade para aquaporina-4 (AQP-4, principal canal de dgua
expresso no SNC) no hipocampo (de Oliveira et al., 2014). A AQP-4 esta concentrada nos
processos astrociticos proximos as células endoteliais, localiza¢do essencial para o papel dos
astrocitos na indugdo, desenvolvimento e manutengao da integridade da BHE, o que garante
um ambiente cerebral adequado para a func¢do neuronal (Nicchia et al., 2004). Uma elevada
expressao de AQP-4 em células gliais perivasculares parece estar correlacionada com os
primeiros sinais de disfuncdo da BHE (Tomas-Camardiel et al., 2005). Nesse contexto, a BHE
permite interacdes dinimicas entre os capilares sanguineos e a rede neuronal, a fim de
proporcionar um controle adequado das moléculas que sd@o transportadas dentro e fora do SNC.

Ao avaliarmos a integridade da BHE através da injecdo de fluoresceina de sédio via
veia peniana, observamos que os camundongos submetidos a dieta hiperlipidica por 7 dias
apresentaram niveis significativamente maiores da substancia fluorescente no hipocampo e
cortex pré-frontal, caracterizando aumento da permeabilidade da BHE nesse periodo. Esse
processo se estabilizou, igualmente ao grupo controle, aos 14 dias e novamente mostrou-se
alterado aos 28 dias de exposi¢cdo a dieta. Isso nos mostra que a funcionalidade e estrutura da
BHE ¢ sensivel a inserc@o da dieta rica em gordura, e embora essa resposta tenha desaparecido
temporariamente, sugerindo que os mecanismos neuroprotetores podem inicialmente limitar o
dano, a continuidade de exposicdo a dieta hiperlipidica retoma a disfuncdo da BHE e
possivelmente a torna permanente. De forma semelhante, quando avaliamos os efeitos da dieta
hiperlipidica em um timecourse precoce, observamos um aumento na permeabilidade da BHE
apos 2 dias de indugdo da dieta, se estabilizando até 6 dias. Essa alteracdo pode ter levado as

alteracdes comportamentais observadas nesse mesmo periodo de tempo de ingestdo da dieta.
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De fato, alteragdes na estrutura e fungao da BHE - que afetam a acessibilidade do encéfalo aos
nutrientes e a saida de toxinas - s@o encontradas em diversas patologias que, por sua vez, podem
perturbar a fungdo cerebral e a sinalizacdo de nutrientes (Velloso e Schwartz, 2011; Haddad-
Tovolli et al., 2017). Especificamente, o estado metabdlico, bem como o consumo de acidos
graxos saturados, podem danificar a BHE e alterar a sensibilidade de detec¢ao de nutrientes nos
tanicitos, células da glia radial, especializadas no controle do transporte de nutrientes e
hormonios metabdlicos no parénquima cerebral (revisado em Ganong, 2000; Mullier et al.
2010).

Evidéncias experimentais identificaram pelo menos trés mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de alteracOes neuronais decorrentes do aumento da permeabilidade da BHE
na obesidade induzida por dieta: i) inflamacdo (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009,
Thaler et al., 2012); 11) estresse do reticulo endoplasmatico (Zhang et al., 2008; Milanski et al.,
2009); e iii) anormalidades mitocondriais (Dietrich et al., 2013b; Carraro et al., 2018). No
entanto ainda € desconhecido qual desses mecanismos € primeiramente ativado em resposta ao
consumo de grandes por¢des de gorduras alimentares.

Estudos experimentais vém mostrando que as gorduras dietéticas podem perturbar a
dindmica das mitocondrias nos neurdnios hipotalamicos e isso afeta diretamente a regulacdo da
homeostase de energia do corpo inteiro (Dietrich et al., 2013b; Carraro et al., 2018). Dietrich e
seus colaboradores (2013) demonstraram, através de microscopia eletrOnica, que a alimentagao
com alto teor de gordura por 16 semanas modificou a morfologia e densidade das mitocondrias
hipotalamicas em camundongos. Por outro lado, ao investigar os efeitos de uma dieta rica em
gordura por periodos menores (de 3 horas a 7 dias de dieta), o recente estudo de Carraro e
colaboradores (2018) demonstrou que ndo houve alteragdes na respiracdo mitocondrial
hipotalamica durante o periodo experimental, porém houve reducdes nos locais de contato do
reticulo endoplasmatico / mitocOndria, a partir de 3 dias apos a introdug@o a dieta. A avaliagdo
mitocondrial em ambos estudos foi avaliada no hipotdlamo dos animais.

Aqui, utilizando a abordagem de respirometria de alta resolu¢do, avaliamos a funcdo e
atividade mitocondrial hipocampal em camundongos submetidos a dieta padrdao ou dieta
hiperlipidica por 7, 14 e 28 dias. Nossa hipétese inicial seria de que a disfun¢do mitocondrial
poderia estar envolvida no gatilhamento do comprometimento cognitivo e comportamento tipo-

depressivo, todavia observamos que as alteracdes no consumo de oxigénio mitocondrial no
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hipocampo ocorreram somente apds 28 dias de oferta da dieta rica em gordura. Este dado nos
sugere que alteracdes preliminares estdo ocorrendo no SNC e refletem sobre a fun¢do cognitiva
e emocional dos animais. Parece existir um mecanismo de prote¢ao das mitocondrias apesar da
toxicidade resultante do aumento da permeabilidade da BHE, como forma de compensacdo. No
entanto, a exposi¢ao mais prolongada as gorduras saturadas (28 dias) resulta em disfuncao
mitocondrial dos neur6nios hipocampais.

Sabe-se que o SNC e o sistema imunoldgico estao envolvidos em uma intensa conversa
cruzada bidirecional e que o consumo de grandes porcOes de gorduras na dieta pode
desencadear uma resposta inflamatéria no SNC e contribuir para o controle disfuncional da
ingestao caldrica e do gasto energético comumente presente na obesidade. Os modelos roedores
de obesidade induzidos pelo consumo de dieta hiperlipidica sdo caracterizados por inflamacao
tanto nos tecidos periféricos como nas regides do SNC criticas para a homeostase energética.
O estudo de Thaler e colaboradores (2012) relata que, ao contrario da inflamagdo nos tecidos
periféricos, que se desenvolve como consequéncia da obesidade, a sinaliza¢do inflamatdria no
SNC ¢ evidente em camundongos e ratos ja nos primeiros dias (1 a 3 dias) do inicio da
exposicdo a dieta hiperlipidica, antes do aumento substancial de peso corporal.
Especificamente, tanto a glicose reativa quanto os marcadores sugestivos de lesdo neuronal
foram evidentes no ARC hipotalamico dos roedores na primeira semana de alimentacdo com
essa dieta.

Um estudo prévio de nosso grupo de pesquisa, demonstrou ativacao astrocitaria (GFAP)
e morte neuronal no hipocampo de camundongos modelo de hipercolesterolemia familiar (de
Oliveira et al., 2014). A GFAP € uma proteina de filamento intermedidrio comumente utilizada
na detec¢do de neuroinflamacgdo, uma vez que reporta a ativacao de células gliais, como os
astrocitos, caracteristicos do processo inflamatério neuronal (revisado em Brenner, 2014).
Observamos aqui que a ativacdo astrocitaria ocorre somente ap0Os 28 dias do consumo da dieta.
O recente estudo de Chong e seus colaboradores (2019), demonstra um aumento da reatividade
ao GFAP com consequente aumento da expressdo de TNF-o em ratos com traumatismo
craniano induzido, e alimentados com dieta hiperlipidica ou dieta padrao por 8 semanas. No
entanto, essas diferengas foram restritas a contusdo no cortex cerebral, independente da dieta

adotada (Chong et al., 2019). Por outro lado, Bok e colegas (2019) sugerem um vinculo
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mecanistico entre a restricao caldrica e a reducido da neuroinflamacdo induzida pela ativacao
astrocitdria e da microglia, atenuando especialmente distirbios cerebrais relacionados ao
envelhecimento.

A inflamacdo decorrente de uma dieta hiperlipidica culmina na ativacio da sinalizag@o
de TLR4 da microglia e do reticulo endoplasmatico, induzindo a expressdao de quimiocinas
(fractalcina e MCP1), e citocinas (TNF-a, IL1-f e IL-6) que atuam sobre neuronios chave do
SNC levando a resisténcia a leptina e a insulina e, eventualmente, a apoptose neuronal (De
Souza et al., 2005; Aratjo et al., 2016). Dadas as evidéncias que sugerem que o consumo de
dietas ricas em gordura pode levar a expressao de citocinas pro-inflamatérias (especialmente
no hipotidlamo) antes mesmo das alteracdes metabdlicas, em nosso estudo investigamos se 0s
niveis de expressdo desses fatores encontram-se aumentados no hipocampo dos animais
submetidos a dieta hiperlipidica pelos periodos de 1 a 7 dias. Observamos que os niveis de
RNAm de IL-6 e de TNF-o aumentam apos 2 dias de introdugdo a dieta, enquanto os niveis de
IL1-B permanecem inalterados ao longo dos periodos experimentais avaliados. Esses dados
apontam que o processo inflamatério mediado através da sintese dessas citocinas ocorre muito
precocemente apds o aumento de ingesta de gordura saturada.

Além disso, o sistema imunoldgico tem o potencial de influenciar a plasticidade do
cérebro e o funcionamento das redes neuronais (Di Filippo et al., 2008; 2013). Durante a
inflamacdo direta do SNC, bem como durante a inflamacao sistémica, periférica, a modulacgdo
exercida pelos mediadores neuroinflamatdrios sobre a plasticidade sindptica pode influenciar
negativamente o funcionamento das redes neuronais cerebrais, alterando a funcao sindptica e a
memoria (Vereker et al., 2000; Cibelli et al., 2010). Em particular, as citocinas pro-
inflamatdrias sinalizam e se comunicam de diferentes maneiras com as sinapses do SNC para
induzir um espectro de alteracdes comportamentais / cognitivas conhecidas como
"comportamento da doenca" (Cibelli et al., 2010). Além disso, as células da glia, que participam
ativamente da resposta imune no SNC, podem representar um terceiro elemento da sinapse,
além dos neurdnios pré e pds-sindpticos, com o potencial de influenciar a transmissdo sindptica

e processos de plasticidade sindptica especificos (Di Filippo et al., 2008).

o7

No presente trabalho, estudamos a densidade sindptica no hipocampo, devido
sensibilidade particular dessa estrutura neuronal a neuroinflamacdo. De fato, o hipocampo &

particularmente propenso a desenvolver déficits de transmissao sindptica e plasticidade durante
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processos inflamatdrios e € particularmente sensivel ao efeito prejudicial das citocinas pro-
inflamatérias (Hauss-Wegrzyniak et al., 2002; Costello et al., 2011). Aqui notamos que apds
sete dias de consumo com a dieta hiperlipidica, os animais apresentaram uma reducdo da
densidade pré-sindptica na regido CA1 hipocampal. Esses achados estdo de acordo com os
estudos de Liu (2015) e Hwang e colaboradores (2012), porém nestes estudos a alteragdo na
plasticidade sindptica foi visualizada apds um periodo maior de consumo de dieta hiperlipidica
(12 semanas e 9-12 meses, respectivamente). Acredita-se que a plasticidade desempenhe um
papel fundamental no desenvolvimento fisiolégico dos circuitos neurais e evidéncias sugerem
que o comprometimento dos mecanismos da neuroplasticidade pode contribuir para a
patogénese de varios distirbios neuroldgicos e neuropsiquidtricos importantes (Calabresi et al.,
2006; Di Filippo et al., 2008; Ghiglieri et al., 2009). Curiosamente, em muitos distirbios
neuroldgicos coexistem inflamacdo, degeneracdo neuronal e disfuncdes sinédpticas (Di Filippo
etal., 2013). Além disso, os sintomas de distirbios neurolégicos sdo frequentemente agravados
na presenca de infecc¢des sist€émicas (revisado em Perry, 2004).

Considerando as alteracdes hipocampais nos parametros inflamatérios e a
vulnerabilidade da BHE observadas neste estudo, nds hipotetizamos que a ativacdo inflamatdria
precoce do SNC induzida pela obesidade é um dos principais mecanismos gatilhadores das
alteracdoes comportamentais. Dessa forma, propusemos a utilizacdo de uma intervencao
farmacoldgica anti-inflamatéria concomitante a alimentagdo com dieta hiperlipidica, no intuito
de avaliar seu efeito sobre as alteracdes comportamentais ¢ de permeabilidade da BHE
previamente observadas. Aradjo e colaboradores (2007) demonstraram que a administracdao
periférica do anti-TNF-a, Infliximab (100 pg/mL), € capaz de restaurar a homeostase da glicose
num modelo animal de obesidade e diabetes induzidas pelo alto consumo de gorduras saturadas
derivadas da dieta. Nosso trabalho demonstra que, embora o prejuizo cognitivo nao tenha sido
revertido completamente (avaliado por um teste qualitativo), a andlise ndo paramétrica nao
aponta diferencas significativas entre os indices de discrimina¢do dos animais alimentados com
dieta padrdo ou dieta hiperlipidica dentro do grupo tratado com Infliximab. O estudo de
Dadsetan e colaboradores (2016) mostra que a redugdo da inflamagao periférica e central com

Infliximab impede o prejuizo de memdria espacial em ratos com encefalopatia hepatica, no
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entanto ainda ndo h4 relatos que demonstrem seu papel na prevencido do déficit cognitivo
induzido pelo alto consumo de dietas hiperlipidicas.

Adicionalmente, observamos uma reversiao tanto no comportamento tipo-depressivo,
quanto no aumento da permeabilidade da BHE nos animais tratados com anti-inflamatério e
submetidos a dieta hiperlipidica. Tais resultados instanciam ainda mais a relevancia dos
processos inflamatorios e do sistema imunoldgico na fisiopatologia dos transtornos do humor
e de cognicdo e fornecem o impeto para o desenvolvimento de tratamentos escaldveis
direcionados a inflamagdo e ao sistema imunolégico para mitigar distirbios dimensionais
transdiagndsticos em disfuncdes cerebrais.

Dentro do que se entende por comportamento de doenca, a anorexia € considerada uma
das respostas adaptativas conhecidas. No entanto, o impacto da anorexia nos resultados da
doenca permanece desconhecido. Ao longo da evolucao, os animais desenvolveram estratégias
para combater infec¢es e curar patologias. E intuitivo que se exija energia para sustentar essas
fungdes, no entanto, em muitas doengas, incluindo as inflamatdrias, ocorre uma perda dramatica
de apetite. Compreender os mecanismos bioldgicos que conduzem esse aparente paradoxo é de
grande utilidade para compreender como o apetite é regulado, podendo fornecer novos alvos
para intervengdes terapéuticas. Demonstramos aqui que, os neurdnios AgRP conseguem
detectar um balanco energético negativo no estado de jejum, porém ndo promovem 0 consumo
de alimentos em estado de inflamacdo aguda. Embora parega contraditério que os neur6nios
promotores da fome expressem uma proteina anorética, esses dados corroboram a hipétese de
que a endotoxemia desencadeia alteracdes transcricionais discretas e reversiveis para diminuir
a capacidade dos neurdnios AgRP de promover a alimentacdo. Também demonstramos que a
capacidade dessas células em detectar deficiéncia de energia permanece inalterada, para que a
consciéncia energética do corpo seja mantida e que ajustes metabdlicos apropriados possam ser
feitos, representando uma estratégia de defesa distinta que permite melhorar a resolu¢do da
inflamacao.

Estudos preliminares sugerem que a superexpressao de SerpinA3N nos neurdonios AgRP
durante a endotoxemia € uma das alteracOes transcricionais descritas (Dalby et al., 2018; Sergi
et al., 2018). As serpinas exercem sua funcao ligando e inibindo determinadas serina proteases,
as quais podem ser substratos para a SerpinA3N in vitro (Gettins, 2002; Sipione et al., 2006).

A expressdo dessa proteina € particularmente interessante, pois tem sido relacionada a inibi¢ao
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da dor neuropatica produzida pela Elane (Vicuiia et al., 2015). A Elane é produzida em
leucécitos sanguineos, principalmente neutréfilos (Lee e Downey, 2001) e seu mRNA ¢é
expresso em linfécitos T, encontrados no SNC durante estados de inflamagao (Vicuia et al.,
2015). Dessa forma, neste estudo buscamos avaliar os niveis de expressdo de Elane no
hipotdlamo dos animais e observamos que seus niveis estdo aumentados sob estado de jejum,
porém diminuem durante inflamacao sistémica. A diminui¢do dos niveis de Elane durante a
inflamacao €, muito provavelmente devido aos niveis aumentados de seu inibidor SerpinA3N.

Outra familia de serina proteases derivadas de células T sdo as granzimas, enzimas
segregadas por granulos, que desempenham um papel importante na morte celular programada
(apoptose) de células infectadas por virus por meio de mecanismos independentes e
dependentes de caspase (revisado em Boivin et al., 2009). A apoptose mediada pelas granzimas
depende de sua entrada no citoplasma da célula-alvo, um processo que requer o rompimento da
membrana da proteina perforina (Kagi et al., 1994). Essas descobertas desencadearam um
grande numero de pesquisas sobre o entendimento da via apoptética de granzima-perforina e,
durante grande parte das duas décadas seguintes, a pesquisa de granzimas se concentrou
principalmente na apoptose mediada por granzima / perforina. No entanto, nos dltimos anos, o
entendimento fisiopatoldgico tradicional das granzimas foi desafiado e entrou-se em uma nova
era de estudos com papeis intracelulares e extracelulares redefinidos para essas enzimas. As
granzimas nao sdo mais consideradas apenas enzimas citotéxicas, mas sdo conhecidas por
serem uma familia de serina proteases com atividades diversas e generalizadas.

A granzima B (GzmB), em particular, recebe maior atencdo neste trabalho por sua
habilidade de contribuir com a patogénese da doenca através de mecanismos extracelulares e
citotoxicos. Além de iniciar a apoptose por mecanismos intracelulares, ela também age de
forma extracelular, clivando vérios substratos diferentes, incluindo proteinas da matriz
extracelular (MEC) e proteoglicanos (Choy et al., 2004; Hiebert et al., 2009). E atualmente é
conhecida por processar citocinas (Afonina et al., 2011). Também estao surgindo evidéncias
crescentes do importante papel patologico que a GzmB desempenha nas doencas inflamatdrias
cronicas relacionadas a idade (Boivin et al., 2009; Hendel et al., 2010). Ao investigarmos a

expressao de GzmB nos animais com atividade de AgRP aumentada (jejum) e sob concomitante
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inflamacdo, observamos um aumento em seu nivel hipotalaimico em ambas condigdes,
mostrando que esta enzima também desempenha um papel no processo inflamatério sist€émico.

Sabemos que a barreira hematohipotaldmica possui um grau homeostitico de
permeabilidade na regido da EM, e que essa permissividade € crucial para as conexoes
neuroenddcrinas. No entanto, como relatado anteriormente que processos inflamatérios podem
alterar sua plasticidade, nossa hip6tese inicial € de que, durante a inflamacgdo, a BHH esta mais
permedvel, permitindo a infiltracdo de células do sistema imune adaptativo dentro no SNC.
Dessa forma, utilizamos um teste funcional da BHH com o corante azul de Evans (do inglés
evans blue — EB) e avaliamos também a expressdao de proteinas de jungdes oclusivas.
Demonstramos que durante o jejum + LPS ocorre aumento da permeabilidade da barreira, com
alteracdo de ocludina sob as mesmas condi¢des. A mesma abordagem foi utilizada para estudar
as alteracOes na permeabilidade do ARC e da EM durante o jejum, mostrando que a BHH nessas
regides pode variar em permeabilidade, com um aumento do extravasamento do corante EB e
mudancas claras na organizacio das proteinas de jungdes oclusivas (Langlet et al., 2013).
Indiscutivelmente, isso pode aumentar a capacidade dos neurdnios do ARC hipotalamico em
detectar a concentracdo de metabdlitos e hormdnios no sangue, uma adaptacdo benéfica durante
a fome.

O aumento na BHH também favorece a sintese e liberagao de citocinas inflamatorias,
além de permitir a infiltracdo de células do sistema imune. A endotoxina na superficie celular
de bactérias gram-negativas, como o LPS, é reconhecida pelo TLR-4, um dos principais
responsaveis pela inducdo de inflamacao sistémica (Poltorak et al., 1998). Apds a ligacdao do
LPS ao TLR-4, a sinalizagao de NF-kB e AP-1 ocorre, culminando na alta producao de citocinas
(Lin et al, 2010). As principais citocinas pré-inflamatorias amplamente estudadas
desempenham papel crucial no comportamento da inflamacdo e doenga. Demonstramos aqui
que os niveis protéicos de TNF-a e IL-1B decresce nos animais em jejum na fase aguda de
endotoxemia, em comparagdo com o grupo alimentado, comprovando que ha de fato o
envolvimento do neurdnio AgRP na resposta inflamatdria.

A producdo de citocinas ndo apenas promove € mantém sua propria concentragdo alta
através de feedback positivo, mas também tem efeitos importantes nas células imunoldgicas.
Por exemplo, TNF-a e IL-18 estdo envolvidos na amplificagdo e na regulacdo positiva de outras

citocinas, como demonstrado por investigagdes in vitro (Deforge et al., 1992). Particularmente,
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o TNF-a ¢ crucial na inflamagao sistémica, pois € o principal responsavel pelo efeito letal do
LPS (Beutler et al., 1985; Xaus et al., 2000) e modula a cinética de outras citocinas (Amiot et
al., 1997). J4 a IL-6 estd implicada na febre, anorexia e letargia induzidas por LPS (Harden et
al., 2006). Demonstrou-se ainda que a IL-2 aumenta a expressdo de TLR-4 na membrana celular
de mondcitos, exacerbando a resposta inflamatéria (Mita et al., 2002), além de regular a
maturacdo e as funcdes das células T e das células natural killer (NK) (Fehniger et al., 2003).
A atividade da NK também ¢ controlada pelo interferon-gama (IFN-y) (Palladino et al., 1984).
Outro marcador inflamatério € o amildide sérico A3 (saa3), uma apolipoproteina de alta
densidade, cuja expressdo aumenta em resposta a citocinas inflamatérias (Meek e Benditt,
1986).

Embora certas citocinas sejam responsaveis principalmente por um efeito inflamatério
especifico, € importante ter em mente que elas geralmente causam comportamentos de doenca
de maneira sinérgica e, portanto, mecanismos redundantes estio presentes (Bluthe et al., 2000;
Harden et al., 2008). Um subconjunto de células T reguladoras, chamadas células Treg, é
extremamente importante para atenuar a resposta inflamatdria e evita uma resposta excessiva
das células imunes que podem levar a inflamacao cronica e danos aos tecidos. As células Treg
inibem a proliferacdo excessiva de células T e a producdo de citocinas. Todas as células Treg
expressam e sdo reguladas pelo fator de transcri¢do Foxp3, sendo considerado um marcador de
atividade anti-inflamatéria (Hori et al., 2003).

A andlise da expressao de citocinas no bago, célon e figado, 4 horas ap6s a inje¢ao de
LPS nos camundongos, foi realizada para fornecer uma visdo abrangente da resposta
inflamatoria sist€mica induzida por LPS nesses 6rgaos e para investigar a potencial modulacao
da ativacdo de AgRP. Registramos uma diminuicio das citocinas inflamatérias no c6lon dos
animais em jejum, indicando que os neuronios da AgRP podem modular localmente a expressao
dessas citocinas, modulando também a atividade do sistema imunoldgico inato. Portanto, os
neurdnios AgRP ativos durante a inflamacao podem realmente ser um exemplo de comunicagao
cérebro-sistema imune e reguladores da atividade imune mediada pelo SNC.

Recapitulando as alteracdes na integridade da BHH como consequéncia de
modificagdes nas jungdes oclusivas que formam essa barreira, mudancas na frequéncia das

células T no ARC e na ME podem ser mediadas. A resposta mais direta para essas mudangas €
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o aumento da infiltracdo das células T. Em termos do papel funcional das células T no ARC e
na EM, mais perguntas do que respostas surgem de nossa pesquisa. As células T sdo
encontradas esporadicamente contornando o parénquima cerebral, embora um nimero muito
grande tenha sido encontrado no liquido cefalorraquidiano (LCR) (Smolders et al., 2013).
Apesar disso, achados muito recentes apresentam indicacdes de que mesmo uma populagdo
potencialmente pequena de células T do parénquima ainda pode detectar a ativacdo do virus
neurotrdpico latente (Smolders et al., 2018). Além do papel homeostatico das células T no SNC,
estd bem estabelecido que essas células desempenham um papel importante na resposta imune
relacionada a infecc¢do ou autoimunidade do SNC (Siffrin et al., 2007, Gazzinelli et al., 1992).
Tudo isso levado em consideragdo, o aumento da frequéncia das células T no hipotdlamo pode
ser atribuido ao aumento da vigilancia do parénquima cerebral, por ser um “portador de
mensagens” para induzir o comportamento da doenga ou ambos. Tomado em conjunto com
nossos resultados, mostrando maior frequéncia de células T, Elane e GzmB no ARC, a
SerpinA3N pode, portanto, ter um papel neuroprotetor durante a inflamacao.

Esses estudos tém implicagdes médicas importantes. Pacientes criticamente doentes sao
frequentemente tratados com suplementagdo de nutrientes, que por sua vez altera a atividade de
neurOnios sensores de energia. Assim, definir a contribuicdo liquida desses neurdnios na
inflamacdo fornece insights para entender se e quando as intervencdes nutricionais sao
benéficas. E importante ressaltar que, ao revelar o fenétipo neuroquimico de neurdnios distintos
que controlam o apetite e suas funcdes imunorreguladoras, esses achados abrirdo a
possibilidade de explorar farmacologicamente mecanismos anti-inflamatérios endégenos e

previamente imprevistos.
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7 CONCLUSOES
Podemos inferir que as evidéncias experimentais demonstradas no primeiro capitulo

deste estudo apontam que o consumo da dieta hiperlipidica, em camundongos:

e Causa alteracOes comportamentais com déficit cognitivo € comportamento tipo-
depressivo ap6s 3 e 5 dias de consumo, respectivamente;

e O processo inflamatério e aumento da permeabilidade da BHE no hipocampo dos
animais sao os mecanismos envolvidos nas alteragdes comportamentais;

e A disfun¢@o mitocondrial e ativagdo astrocitdria sdo responsdveis pela progressdao da

doenc¢a metabdlica.

Podemos inferir que as evidéncias experimentais demonstradas no segundo capitulo

deste estudo apontam que os neur6nios AgRP durante inflamacao sistémica:

e Permanecem ativos e sdo capazes de detectar o balanco energético negativo mas nao
promovem alimentacio;

e Modulam a superexpressdo de SerpinA3N, inibindo Elane, como uma das alteragcdes
pOs-transcricionais envolvidas na anorexia;

e E primordial para o processo de defesa do organismo.
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