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RESUMO

O alto consumo de dietas hiperpalatéveis (HP) ricas em lipidios e carboidratos
simples associado a habitos sedentarios séo fatores que contribuem para o
desenvolvimento de sobrepeso e obesidade. Estas alteracbes, promovem um
estado proinflamatério, causam resisténcia periférica a insulina e ainda
prejudicam o metabolismo cerebral. A glicose € considerada o principal
substrato energético para o cérebro. No entanto, em condicbes de alta
demanda energética outros substratos como corpos cetdnicos e lactato, por
exemplo, podem servir como alternativa energética. A teoria da langcadeira de
lactato astrécito-neurdnio (do inglés ANLS) prop6e que o0 aumento da captacao
da glutamato pelos astrocitos aumenta a atividade glicolitica e a producéo de
lactato, que por sua vez é exportado dos astrocitos para o espaco extracelular
via transportadores de monocarboxilados (MCTs) do tipo 1 e 4. Os
transportadores MCT do tipo 2 presentes nos neurénios internalizam o lactato
para que ele seja convertido em piruvato. A enzima piruvato desidrogenase
(PDH) converte o piruvato em acetil-CoA dentro da matriz mitocondrial. Sendo
assim, o lactato e outras substéncias em equilibrio com o piruvato sao
direcionados para o metabolismo oxidativo. Assim, a PDH conecta o
metabolismo citosdlico e mitocondrial. Por outro lado, o aumento do
metabolismo oxidativo é associado com o aumento de vazamento de protons e
com a producdo de peréoxido de hidrogénio pela mitocéndria.
Consequentemente, pode haver uma menor producdo de ATP pela
mitocondria. Neste estudo, os efeitos de uma dieta hiperpalatavel (HP) e do
exercicio fisico em parametros metabdlicos no hipocampo e na memaria foram
investigados. Foram avaliados: os niveis de lactato, o imunocontetdo dos
MCTs e da PDH e atividade mitocondrial no hipocampo de camundongos.
Camundongos C57BJ machos com 30 dias receberam uma dieta HP durante
cinco meses e, praticaram atividade fisica voluntaria durante o dltimo més. Os
grupos foram: CDS (dieta controle sedentario), CDE (dieta controle exercicio),
HPS (dieta HP sedentario) e HPE (dieta HP exercicio), (n=15 animais/grupo).
Os resultados mostraram um aumento no imunoconteddo de MCT 1 e 4
causados pela dieta e pelo exercicio fisico. O exercicio fisico causou um
aumento na expressao de PDH. A expressdao do MCT2 ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos. Nao foram observadas alteracées na
memoria no teste do Y-maze. No entanto, houve um aumento no nivel de
lactato em microdialisado de hipocampo no grupo HPE apds a exposicao ao
teste. Nao foi observada diferenca significativa no metabolismo mitocondrial
basal, e nem no potencial de membrana mitocondrial. A ativacdo do complexo
II mitocondrial pelo succinato aumentou a producédo de H202 no grupo HPS.
Esse efeito foi revertido pelo exercicio fisico. Os resultados demonstram que o
exercicio e a dieta HP aumentaram a expressao dos MCTs 1 e 4, enquanto que
a expressdo de PDH apenas aumentou pelo exercicio. Isto sugere uma
adaptacdo da maquinaria metabolica hipocampal em resposta a estes
estimulos ambientais.



ABSTRACT

The high consumption of saturated fats and simple sugar diets associated with
sedentary habits are factors that contribute to the development of overweight
and obesity. These consequences produce a pro-inflammatory state, resulting
in periphery insulin resistance and damage the cerebral metabolism. The
glucose is considered to be the main energetic substrate to the brain, other
particular substrates, like ketonic bodies and lactate, may work as alternative
energy sources during moments of high energetic demand. The theory of
Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle suggests that the increased uptake of
glutamate by the astrocyte enhance the glycolytic activity and the production of
lactate, which is exported from the astrocyte to the extracellular space via
monocarboxylate transporters (MCTSs) type 1 and 4. The MCTs type 2 residing
inside the neurons accumulates lactate, which is converted into pyruvate.
Furthermore, the dehydrogenase pyruvate enzyme (PDH) convert the pyruvate
to Acetyl-CoA inside the mitochondrial matrix. Thus, the lactate and other
substances in equilibrium are directed to the oxidative metabolism. This way,
the PDH connects the cytosolic and mitochondrial metabolism. On the other
hand, the increased oxidative metabolism is associated with the leakage of
protons and with the hydrogen peroxide production by the mitochondria.
Consequently, the ATP production might be reduced. In this study, the effects of
a palatable diet and physical exercise in metabolic parameters in the
hippocampus and memory were investigated. Were evaluated: lactate levels,
the expression of MCTs and PDH and mitochondrial activity in the
hippocampus. Male C57BJ mice with 30 days received a HP diet for five
months and practiced voluntary physical activity during the last month. The
groups were: CDS (control diet sedentary), CDE (control diet exercise), HPS
(HP diet sedentary) and HPE (HP diet exercise), (n = 15 animals / group). The
results showed an increase in immunocontent of MCT 1 and 4 caused by diet
and exercise. The physical exercise caused an increase in PDH expression.
The expression of MCT2 had no relevant impact among the groups. No
changes were observed in memory in the Y-maze test even though it was
observed an increase in lactate levels in hippocampal microdialysate of the
HPE group after the exposure to test. There was no significant difference in
basal mitochondrial metabolism nor in the mitochondrial membrane potential.
The activation of the mitochondrial complex Il by succinate increased H20:
production in the HPS group. This effect was reversed by exercise. The results
show that the exercise and the HP diet increased the expression of MCTs 1 and
4, while the PDH expression only increased by exercise. This suggests an
adaptation of the hippocampal metabolic machinery in response to these
environmental stimuli.

Vi



1. Introducéao

1.1Fatores Ambientais e o Sistema Nervoso Central

1.1.1 Obesidade, Diabetes e Dietas Hiperpalataveis

A obesidade e suas comorbidades tém um alto custo econdmico para 0s
sistemas de saulde, ela afeta a qualidade de vida dos individuos, causa efeitos
neuropsicolégicos importantes, e, além disso, € uma causa de mortalidade
entre individuos jovens (Barness et al., 2007;Bray et al., 2016). Ela possui uma
natureza multifatorial resultante de fatores genéticos, fisioldgicos,
comportamentais, socioculturais e ambientais que levam a um desequilibrio
entre o consumo e o0 gasto energético durante um longo periodo de tempo
(Bray et al., 2016; Keith et al., 2006). Entre os principais fatores ambientais que
resultam em obesidade estdo o0 excesso de calorias consumidas,
principalmente em dietas ricas em acucares e gorduras e o sedentarismo (Hall
et al., 2012).

O gasto energético € geralmente avaliado em termos do gasto calorico
em repouso em relacdo a um aumento da demanda energética fisiol6gica como
pelo desenvolvimento corporal ou atividade fisica, ou em relacdo a doencas
como canceres e imunodeficiéncias (Hall et al., 2012). Tanto do ponto de vista
fisiologico como em patologias o efeito termogénico dos alimentos também
deve ser levado em conta.

A ingestdo de alimentos e 0 gasto energético sdo controlados por
sistema neural complexo envolvendo regides cerebrais (hipotdlamo) e sistema
periférico de saciedade (trato gastrointestinal e hormdnios pancreaticos).
Alimentos altamente palataveis e caldricos interrompem a regulacéo do apetite

e, aléem disso, sao capazes de induzir prazer e recompensa pelo seu consumo.



A dieta hiperpalatavel (ou de cafeteria) tem sido demonstrada como uma forma
consistente de aumentar o peso corporal e induzir a obesidade em modelos
animais. Além disso, alimentos com alto teor de gordura podem induzir
dependéncia em funcdo da recompensa do cérebro e contribuir para o
desenvolvimento da obesidade (de Macedo et al., 2016).

A obesidade e o0 sobrepeso sao fatores capazes de levar ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes, sindrome metabdlica
(Sandu et al., 2005) e doencas neurodegenerativas (Kalmijn et al., 1997). O

Diabetes Mellitus (DM) € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por

hiperglicemia resultante da secre¢do deficiente de insulina ou resisténcia a

[N

acao da insulina, ou ambas (Gispen and Biessels, 2000). O diabetes tipo |
caracterizado por uma destruicdo autoimune das células [B-pancreéticas,
causando uma deficiéncia na producdo de insulina, enquanto que o diabetes
tipo Il é caracterizado pela resisténcia a insulina e, geralmente, ocorre em
individuos obesos, com sobrepeso ou com adiposidade visceral (1997).
Atualmente sabe-se que individuos com DM tém até trez vezes mais chances
de desenvolver doenga de Alzheimer ou outras deméncias (Talbot et al.,
2012a). Por outro lado, a pratica regular de algum tipo de atividade fisica
melhora o perfil metabodlico, aumenta a sensibilidade a insulina e diminui os
fatores de risco para diabetes mellitus (Spielman et al., 2016).

1.1.2 Exercicio Fisico e o Sistema Nervoso Central

Os efeitos benéficos do exercicio fisico para a saude fisica e mental tém
sido bem estabelecidos na literatura cientifica nos ultimos anos. O exercicio
fisico regular € capaz de prevenir e de controlar a progressédo de uma série de

doencas cronicas, principalmente doencas cardiacas, pulmonares e



enddcrinas, como o Diabetes. Além disso, estudos demonstram que a atividade
fisica é capaz de melhorar a atividade cerebral e a fungcdo cognitiva (Penedo
and Dahn, 2005; Baker et al.,, 2010). Os mecanismos envolvidos nestes
beneficios incluem a reducédo do estresse oxidativo, aumento da sensibilidade
cerebral a insulina, melhora da vascularizacdo e do metabolismo energético,
aumento da neurogénese e sinaptogénese (Chen et al., 2016). Também, os
estudos sugerem que que o exercicio fisico é capaz de modular mecanismos
de neurotransmissdo cerebral e sinalizagdo neurotrofica (Cotman and
Berchtold, 2002).

De acordo com estas propriedades neuroprotetoras, a atividade fisica
tem sido considerada aliada na prevencéo e na diminuicdo da progressao de
doencas neurodegenerativas como Alzheimer e o Parkinson por estimular a
atividade de sistemas antioxidantes enziméaticos, e a expressao e liberacao de
fatores como fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (Paillard et al., 2015). Por outro
lado, fatores genéticos, estilo de vida sedentario e o estresse crénico
prejudicam a sinalizacdo de BDNF, o que pode contribuir para patogénese da
sindrome metabodlica e suas repercussdes cerebrais (Marosi and Mattson,
2014). No entanto, a administracdo de BDNF no cérebro aumenta a
sensibilidade a insulina periférica melhorando o metabolismo da glicose
(Nakagawa et al., 2000). Ainda, o BDNF estimula a biogénese mitocondrial e
melhora a bioenergética neuronal permitindo a formacédo de sinapses e a
reparacao de DNA dos neurdnios (van Praag et al., 2014;Yang et al., 2014).

NOssO grupo, por sua vez, demonstrou que o exercicio fisico foi capaz

de aumentar a sensibilidade a insulina periférica e no hipocampo por meio da



ativacdo da via da fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3K). A ativacdo desta via
aumenta a plasticidade hipocampal e também a memodria e o aprendizado
(Muller et al., 2008, 2011). Ainda a ativagcdo da via PI3K pela administracao
intracerebral de insulina foi capaz de regular a producdo de peroxido de
hidrogénio pela mitocondria e o potencial de membrana mitocondrial. Desta
maneira é possivel sugerir que a melhora da sinalizacdo cerebral da insulina
tem impacto positivo na fungdo mitocondrial, incluindo os mecanismos
neuroenergéticos. Em contrapartida, quando esta sinalizacdo estd deficiente,
como no caso do diabetes e envelhecimento cerebral, ela exerce um impacto
negativo na atividade mitocondrial evidenciado pelo aumento da producéao de
perdxido de hidrogénio (H202) e mecanismos associados a neurodegeneragao
(Muller et al., 2012).

1.2 Insulina e o Sistema Nervoso Central

A insulina é um horménio polipeptidico produzido, principalmente, pelas
células B-pancreaticas responsavel pela homeostase da glicose periférica. No
inicio dos anos 60, estudos demonstraram que a Insulina € capaz de
ultrapassar a barreira hematoencefalica e que o sistema nervoso central possui
receptores especificos para esse hormonio (IRs) (Ghasemi et al., 2013). As
areas do cérebro com maior concentracao desses receptores sao no bulbo
olfatério, no cortex, hipocampo, hipotdlamo e cerebelo (Ghasemi et al., 2013).
Quando a insulina se liga a seus receptores ela ativa diversas cascatas de
sinalizacao incluindo a via da fosfatidilinositol-3- fosfato quinase (PI3K—> Akt—>
GSK3B) (Avruch, 1998; Talbot et al., 2012a).

A insulina pode promover a utilizacdo de glicose em algumas areas

cerebrais. A homeostase energética global do sistema nervoso central é



sensivel a niveis de insulina, além do controle da ingestdo de alimentos e o
gasto energético. Além da regulacdo do metabolismo energético, a insulina é
responsavel por outras importantes fungbes no cérebro como efeitos
neuromodulatorios importantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia de
células neurais (Park, 2001). Um exemplo disso, sao os efeitos moduladores na
neurotransmissao glutamatérgica via receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA)
(Muller et al., 2011).

Entretanto, nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que problemas
relacionados a alteracdes na sinalizacdo cerebral do receptor de insulina
podem causar prejuizos cognitivos e morte neuronal (Lannert and Hoyer,
1998). Este mecanismo, seria um fator envolvido na patofisiologia da doenca
Alzheimer, e outras deméncias (Correia et al., 2011). Desta maneira,
estratégias farmacoldgicas e comportamentais para aumentar a sensibilidade
cerebral a insulina poderiam ter efeitos neuroprotetores e prevenir mecanismos
de neurodegeneracgao.

Por outro lado, estudos demonstram que o consumo de dietas
enriquecidas com lipidios e carboidratos, além de causar alteracbes
metabolicas periféricas associadas a resisténcia a insulina, também poderiam
causar alteracdes morfologicas e funcionais cerebrais por meio do prejuizo na
sinalizagdo de insulina (Battu et al., 2012; Muller et al., 2008). Além disso, estas
dietas causam um aumento persistente de espécies reativas de oxigénio, o que
pode alterar a funcdo mitocondrial e contribuir para a resisténcia a insulina

(Cheng et al., 2010).



1.3 Metabolismo Energético do Sistema Nervoso Central

1.3.1 Lancadeira de lactato astrocitos-neurdnios

O cérebro € um 6rgado que necessita de grandes quantidades de energia
para seu funcionamento normal. Ele, apesar de representar apenas 2% da
massa corporal de um humano adulto, consome aproximadamente 20% do
oxigénio e 25% da glicose (Bélanger et al., 2011). A Glicose é o substrato
energético mais utlizado pelo cérebro. Entretanto, em determinadas
circunstancias o cérebro possui a capacidade de utilizar outros substratos
energéticos, como corpos cetbnicos durante o desenvolvimento ou no jejum
prolongado ou o lactato durante periodos de intensa atividade fisica ou cerebral
(Schelp and Burini, 1995).

No cérebro a glicose € quase inteiramente oxidada a CO2 e 4gua pela
Glicdlise, pelo ciclo do &cido tri-carboxilico (TCA) seguido de fosforilagdo
oxidativa. Mas, de fato, uma grande variedade de intermediarios metabdlicos
formados a partir da Glicose no cérebro podem ser oxidados para producéo de
energia como, por exemplo, o lactato e piruvato (Zielke et al., 2009). Na figura
abaixo sao apresentados os possiveis destinos metabdlicos da glicose no

cérebro.
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Figura 1: Representacdo das vias de utilizacdo da glicose no cérebro.
Adaptado de Bélanger et al., 2011.

O Lactato é um substrato energético para os neurdnios e pode ser
utilizado alternativamente, por essas células, para sustentar a transmissao
sinaptica, (Smith et al., 2003). Nos processos de aprendizado, o lactato é
essencial para a formacdo da memoria de longa duracdo e para a manutencéo
da potenciacdo a longo prazo (LTP) (Suzuki et al., 2011). Além disso, o
metabolismo cerebral requer o compartilhamento de substratos energéticos.
Como foi dito anteriormente a utilizacdo dos substratos energéticos €
dependente da atividade cerebral. Neste sentido, o glutamato parece exercer
um papel importante tanto na ativacdo das vias metabdlicas como na oferta de
substratos energéticos para os neur6nios (Pellerin and Magistretti, 1994).

O glutamato é considerado principal neurotransmissor excitatorio no

cérebro. Ele atua em receptores ionotropicos e metabotrépicos localizados na



sinapse, e o0 término da sua sinalizacdo se d& por meio da recaptacdo por
transportadores neuronais e astrocitarios. De maneira geral, os transportadores
astrocitérios sdo responsaveis pela captacdo de aproximadamente 95% do
glutamato (Zhou and Danbolt, 2014).

Os astrocitos respondem ao aumento do neurotransmissor excitatorio
glutamato, aumentando a utilizacdo de glicose e a producéo de lactato (Pellerin
and Magistretti, 1994). A glicose captada pelos astrécitos é engajada na via
glicolitica com a producéo de lactato, que por sua vez € liberado para o0 espaco
singptico para ser captado pelos neurbnios e oxidado para producdo de
energia. Esta comunicacdo metabdlica entre astrdcito-neurénio baseada na
transferéncia do lactato foi descrita como lancadeira de lactato astrécito-
neurénio (ANLS, do inglés Astrocyte-neuron lactate shuttle”; verificar figura 2).
E interessante destacar que o aumento da gliclise e a producdo de lactato,
ocorrem apesar da existéncia de niveis suficientes de oxigénio para que a
fosforilacdo oxidativa ocorra (Pellerin and Magistretti, 2003). Ainda, o0 aumento
da atividade neuronal leva a um aumento da concentragcado do neurotransmissor
glutamato na fenda sinaptica, o que ativa os transportadores envolvidos na
recaptacado desse neurotransmissor, principalmente por uma via dependente de
sédio (Na*) e acoplada ao consumo de ATP (Pellerin and Magistretti, 2012).
Assim, regulando as concentracdes de glutamato os astrocitos também
exercem um papel central nos mecanismos de cooperacdo metabdlica e na
regulacdo da demanda energética cerebral. Embora os neurdnios tenham alta
demanda energética, eles tém a capacidade de realizar uma reprogramacéo

metabalica eficiente o que desencadeia, por exemplo, até uma preferéncia pelo



lactato em relacao a glicose, quando ha ambos substratos presentes (Bélanger

et al., 2011).
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Figura 2: Representatividade da langcadeira de lactato Neurdnio-Astrocito.
Adaptada de Pellerin and Magistretti, 1994.

1.3.2 Transportadores de monocarboxilatos - MCTs

A troca do lactato entres as diferentes células cerebrais da-se devido a
existéncia de transportadores especificos com diferentes cinéticas. Estes
transportadores sdo o0s chamados transportadores de monocarboxilatos
(MCTs), que além do lactato sdo capazes de transportar piruvato, e corpos
cetbnicos. Os MCTs sao proteinas de membrana cuja atividade também esta
ligada ao fluxo de prétons. Eles pertencem a uma familia com 14 subtipos
encontrados em varios tecidos. No cérebro, estd descrita a presenca de trés

isoformas: MCT1, MCT2 e MCT4. Os MCTs 1 e 4 sd0 mais expressos em



astrocitos, enquanto o MCT2 esta mais expresso em neurbnios (Pierre and
Pellerin, 2005).

Como foi dito anteriormente € interessante considerar as propriedades
cinéticas desses transportadores porque esta propriedade ajuda a determinar o
fluxo do lactato entre os astrécitos e neurdnios. Estas propriedades cinéticas
sao demonstradas pela Constante de Michaelis-Menten (Km) de cada
transportador; o Km € a propriedade que indica afinidade/estabilidade da
enzima pelo substrato, quanto maior o valor de Km, menor a afinidade pelo
susbtrato. Assim, o MCT2 & um transportador de elevada afinidade (Km de 0,7
mmol/L), enquanto os MCTs 1 e 4 possuem menor afinidade (Km de 3,5 e 34
mmol/L, respectivamente) para o lactato. Estas propriedades cinéticas
favorecem uma maior captacdo de lactato pelos neurbnios e uma maior
liberacdo desse substrato pelos astrécitos (Pellerin and Magistretti, 2012). A
expressao desses transportadores de monocarboxilatos pode ser regulada por
diversos mediadores da sinalizacdo molecular nas células cerebrais, a figura 3
ilustra a localizagéo dos transportadores. Fatores como a Insulina e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) causam um aumento na expressao
e transcricdo do MCT2 em culturas de neurdnios corticais via estimulagéo da
via de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) (Chenal et al., 2008). O
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) também € capaz de regular
positivamente a expressdo neuronal do MCT2 (Robinet and Pellerin, 2010).
Como relatado anteriormente, estudos tém demonstrado que o exercicio é
capaz de aumentar os niveis de BDNF e de IGF-1 mediando a plasticidade
cognitva 0 que potencialmente implica na modulagcdo no sistema

neuroenergético via ANLS (Ding et al., 2006).
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Figura 3: Importancia dos MCTs e a regulacdo das suas expressdes no ANLS.

Adaptada de Pellerin and Magistretti, 2012.

1.4 Metabolismo Mitocondrial

As mitocondrias sdo consideradas organelas centrais no metabolismo
energético oxidativo nos eucariotos. Elas possuem duas membranas: a
membrana mitocondrial externa e a membrana mitocondrial interna. Entre elas
existe 0 espaco inter membranas, e no compartimento interno a matriz
mitocondrial. A membrana mitocondrial externa € considerada livremente
permedavel a ions e pequenas moléculas, j& a membrana mitocondrial interna &
impermeavel a ions e moléculas; as Unicas espécies que conseguem

atravessar essa membrana utilizam transportadores especificos. A membrana
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interna aloja os complexos da cadeia respiratoria e a ATP-sintase. A matriz
mitocondrial contém o complexo da piruvato desidrogenase e as enzimas do

ciclo do acido citrico (Michael M. Cox and David L. Nelson, 2011).

1.4.1 Complexo da Piruvato Desidrogenase

O cérebro obtém maior parte da sua energia do metabolismo da glicose,
e 0 complexo da piruvato desidrogenase (PDH) desempenha um papel
regulador chave durante a oxidacdo da glicose. O Complexo da Piruvato
Desidrogenase é constituido de trés enzimas diferentes: piruvato-
desidrogenase (E1), diidrolipoiltransacetilase (E2), diidrolipoil-desidrogenase
(E3) e se localiza nas mitocéndrias das células eucarioticas (Jha et al., 2012).

A reacdo geral catalisada pelo complexo da PDH é uma descarboxilacédo
oxidativa, um processo de oxidacao irreversivel, no qual um grupo carboxil é
removido do piruvato na forma de uma molécula de CO2 e os carbonos
remanescentes sao convertidos ao grupo acetil do acetil-CoA (Michael M. Cox
and David L. Nelson, 2011).

O complexo da PDH é fundamental para a manutencdo da euglicemia
durante periodos de jejum. A atividade do complexo deve estar aumentada
logo apoés as refeicbes e reduzida durante o jejum. A atividade do complexo é
regulada por feedback negativo dos produtos acetil-CoA e NADH* e por um
equilibrio entre a inativacdo pela piruvato desidrogenase quinase (PDK) e
ativacdo da piruvato desidrogenase fosfatase (PDP). No estado alimentado, o
complexo da PDH esta desfosforilado e ativado para a oxidacéo da glicose. No

estado de jejum, o complexo esta altamente fosforilado e inativo de modo a
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poupar compostos de trés carbonos, 0s quais podem ser novamente
convertidos em glicose (Jeoung and Harris, 2008).

1.4.2 Ciclo do Acido Citrico e Cadeia Transportadora de elétrons

O Acetil-CoA produzido pelo complexo da PDH, é o principal substrato
para o Ciclo do Acido Citrico, uma via catabdlica central, na qual os compostos
derivados da degradacdo de carboidratos, triglicerideos e proteinas séo
oxidados a CO2, com maior parte da energia de oxidacdo temporariamente
armazenada nos transportadores de elétrons FADHz e NADH*. Durante o
metabolismo aerdbico, estes elétrons sdo transferidos ao O2, e a energia do
fluxo de elétrons é capturada na forma de ATP (Michael M. Cox and David L.
Nelson, 2011). A cadeia transportadora de elétrons consiste em uma séria de
transportadores e complexos que agem sequencialmente. O fluxo de elétrons
ao longo da cadeia reduz o Oz no complexo IV.

Parte do oxigénio é convertido em espécies reativas de oxigénio (EROs),
e o sistema de transporte de elétrons mitocondrial € considerado como a
principal fonte geradora dessas espécies. O equilibrio entre a producdo de
EROs e as defesas antioxidantes determina o grau de estresse oxidativo nas
células, afetando membranas celulares, proteinas e DNA, portanto, uma
regulacao rigorosa é necessaria para manter o funcionamento celular normal.
Um desequilibrio desse sistema pode causar danos celulares (Floyd and
Hensley, 2002; Nicholls and Budd, 2000).

As mitocondrias de cérebros que apresentam Doenca de Alzheimer
possuem um potencial de membrana reduzido, aumento na permeabilidade e

producdo em excesso de espécies reativas de oxigénio, que danificam
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proteinas, lipidios e acidos nucléicos, o que pode contribuir para a
neurodegeneracdo (Onyango et al., 2016).

A espécie mais abundante é o peroxido de hidrogénio (H202). A
producdo de H202 também envolve o potencial de membrana mitocondrial e
consumo de oxigénio. O estresse oxidativo desempenha um papel importante
na patofisiologia do Diabetes Mellitus tipo Il. Além disso, estudos demonstram a
associacao entre a resisténcia a insulina com o aumento da producgdo de EROs
(Baynes, 1991). A sinalizagdo de insulina sustenta a integridade da cadeia
transportadora de elétrons, além disso, as EROs produzidas pela mitocondria
servem como segundo mensageiro e aumentam a sensibilidade a insulina,
através da modificacdo oxidativa do receptor de insulina (IR). No entanto, a
exposicdo crbnica a niveis elevados de EROs € capaz de promover resisténcia
a insulina por meio da disfungdo mitocondrial (Cheng et al., 2010).

Quando ocorre deficiéncia na sinalizacdo de insulina (envelhecimento,
doenca de Alzheimer ou Diabetes Mellitus) ocorre um aumento da producao de
H202, o0 que contribui para déficits neurolégicos e doencas neurodegenerativas,
tendo isso em vista uma sinalizacdo de insulina integra é necessaria para
atividade mitocondrial e metabolismo normal (Muller et al., 2013).

Com isso, estratégias para melhorar a sinalizacdo de insulina cerebral e
a funcdo mitocondrial podem ser Uteis para manter o equilibrio normal do
estado redox e evitar o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. E o
exercicio fisico se mostra como uma eficiente estratégia para retardar a
disfuncdo mitocondrial por meio de mecanismos que estimulam a biogénese
mitocondrial no cérebro e melhorar a capacidade oxidativa (Steiner et al.,

2011).
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1.5 Neuroinflamacéao

Inflamacdo é a resposta do organismo estimulos prejudiciais, essa
resposta pode se apresentar de diversas maneiras: neuroenddcrina,
hematopoiética e imunolégica. A resposta imunolégica € a inicial, ela é
constituida de células sanguineas (leucdcitos), citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesdo. As citocinas e as quimiocinas sdo pequenas proteinas
importantes na regulagdo da inflamagéo, sdo exemplos de citocinas o Fator de
Necrose Tumonal (TNF-a) e as Interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) que facilitam as
reacles inflamatérias por diversos tipos celulares (Barzilaym and Freedland,
2003).

Processos inflamatérios tém sido associados com alteracées no
metabolismo celular cerebral. A ativacdo de diferentes tipos de células imune
do cérebro, como a microglia e os astrocitos, € um evento fundamental na
neuroinflamacéo. A microglia é a principal célula do sistema imune cerebral, ela
sintetiza fatores importantes para manutencao dos tecidos, ajuda a manter a
plasticidade dos circuitos neuronais e contribui para a protecdo e o
remodelamento de sinapses. Essas fungdes da microglia sdo mediadas pela
liberacdo de fatores tréficos como o BDNF, que é importante na formacao da
memoéria e do aprendizado. Apés a ativacao por fatores patolégicos a microglia
migra para o local da les&o, no qual ela inicia a sua resposta imune. Enquanto
que os Astrocitos sdo 0s principais envolvidos na manutencdo da funcéo
neuronal, eles medeiam a neuroinflamacéo recebendo e amplificando os sinais
inflamatorios da microglia (Farina et al., 2007; Lee and MacLean, 2015).

A ativacdo da microglia e a producdo de citocinas inflamatérias séo

relacionadas com o desenvolvimento da resisténcia a insulina e a amplificacédo
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dessas respostas pelos astrdcitos gera neurotoxicidade, fator que pode
conduzir a doencgas neurodegenerativas (Yin et al., 2016).

Estudos demonstram que existe uma associacao entre o acumulo de
gordura corporal (proveniente da associacdo entre o consumo de dietas ricas
em lipidios e carboidratos e o sedentarismo) e o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e diabetes melitus tipo Il com consequente ativacdo de
resposta inflamatoéria periférica via interleucinas (IL-1, IL-6 e TNF-a), a partir
disso, é ldgico supor que a pratica de atividade fisica pode melhorar os
marcadores de inflamacédo (Barzilaym and Freedland, 2003) (Greenfield and
Campbell, 2006).

E importante considerar que muitas vezes, pessoas engajadas em
atividades fisica regular continuam sendo expostas a dietas nao saudaveis.
Desta maneira elas poderiam nao se beneficiar das adaptacdes causadas pelo

exercicio fisico. Assim, neste trabalho pretendemos avaliar estas interacées.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da dieta hiperpalatavel e do exercicio fisico voluntario

e no sistema energético cerebral e na funcdo cognitiva.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar os efeitos da dieta hiperpalatavel e do exercicio fisico
voluntario no imunocontetdo de MCTSs, no hipocampo;

2.2.2. Avaliar a funcdo cognitiva e os niveis de lactato durante teste
cognitivo

2.2.3. Investigar os efeitos da dieta hiperpalatavel e do exercicio fisico
voluntario na fungcado mitocondrial e no imunocontetdo da PDH;

2.2.4. Avaliar os efeitos da dieta hiperpalatavel e do exercicio fisico

voluntario na neuroinflamacao.

17



PARTE I

18



1. Artigo cientifico em elaboragéo

Hyperpalatable diet and physical exercise modulates the expression of
glial monocarboxylate transporters MCT1 and 4

Andressa W. Brochier?, Clarissa B. Haas?, Afonso Kopczynski de Carvalho?,
Eduardo R. Zimmer?, Eduardo Kalinine?, Luc Pellerin®, Luis V. Portela?
Alexandre P. Muller®.
@ Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS. Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias Bioldgicas- Bioquimica. Rua Ramiro Barcelos, 2600 anexo, CEP
90035-003, Porto Alegre, RS, Brazil.
b Département de Physiologie, Université de Lausanne. Rue du Bugnon 7,
1005, Lausanne, Switzerland
¢ Unidade de Ciéncias da Saude, Laboratério de Bioquimica e Fisiologia do
Exercicio Universidade do Extremo Sul Catarinense-UNESC. Av. Universitéaria,
1105 - Bairro Universitario, CEP: 88806-000, Criciuma, Santa Catarina, Brazil.
*Corresponding author:
Alexandre Pastoris Muller, PhD
Universidade do Extremo Sul Catarinense
Laboratério de Bioquimica e Fisiologia do Exercicio-LAFIBE
Av. Universitaria, 1105 - Bairro Universitario, CEP: 88806-000
Criciima, Santa Catarina, Brazil.

E-mail; alexandrep.muller@gmail.com

Telephone: 48 34312773

19


mailto:alexandrep.muller@gmail.com

Keywords: Hyperpalatable diet, physical exercise, lactate, monocarboxylate
transporters, mitochondrial function.

Abstract

Hyperpalatable diets (HP) seem to impair brain metabolism and cognitive
function, whereas regular physical exercise has an apparent opposite effect.
Here, we combined a long-term exposure to HP diet and physical exercise, and
evaluated the impact on cognitive performances as well as on specific
metabolic parameters. For this purpose, we assessed the extracellular lactate
concentration, expression of monocarboxylate transporters (MCTs) and
pyruvate dehydrogenase (PDH), as well as the mitochondrial function in the
hippocampus. Male C57BL/6J mice, thirty days old, were fed four months with
HP or a control diet. Then, they were divided in the following groups: control diet
sedentary (CDS), control diet exercise (CDE), HP diet sedentary (HPS), and HP
diet exercise (HPE) (n=15 per group), and were engaged for an additional thirty-
day period of exercise and HP diet. Relative to the control situation, exercise
increased MCT1, MCT4 and PDH levels, while the HP diet increased MCT1 and
MCT4 levels. The production of hydrogen peroxide (H202) and
the mitochondrial membrane potential (AWm) stimulated by succinate in
hippocampal homogenates were not significantly different between groups.
ADP phosphorylation and the maximal respiratory rate induced by FCCP
showed similar responses between groups, implying a normal mitochondrial
function. Also, extracellular brain fluid lactate levels were increased in the HPE
group compared to other groups soon after performing the Y-maze task.
However, such enhanced lactate levels were not associated to improved

memory performance. In summary, hippocampal expression levels of some
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MCTs (1 and 4) were increased by physical exercise and HP diet, whereas
PDH was only increased by exercise. These observations indicate that a
hippocampal metabolic reprogramming takes place in response to these
environmental factors.

Introduction

Beyond genetic components, sedentary habits and high intake of diets
enriched in fat and sugar are significant contributors to the overweight and
obesity epidemics in western societies. Such undesirable conditions increase
the risk for the development of insulin resistance, diabetes, and
neurodegenerative diseases (Mokdad et al., 2003; Sandu et al., 2005; Kalmijn
et al.,, 1997). This is paralleled by metabolic disturbances, which affects the
capacity of peripheral tissues and brain to generate the energy necessary to
sustain their function.

The high energetic supply needed to support brain function is mostly
satisfied by glucose (Pellerin and Magistretti, 2003). However, in conditions of
high metabolic demands, other energetic substrates like lactate and ketone
bodies can serve as additional energy substrates (Schelp and Burini, 1995). For
instance, lactate is essential for long-term memory (Suzuki et al., 2011), and
during moderate or intense exercise, in which case, the adult brain is able to
consume high amounts of lactate, at the expense of glucose (Dalsgaard et al.,
2004; Smith et al., 2003). In addition, there is strong evidence for a metabolic
coupling between neurons and the supporting cells of the glial network linking
energy metabolism and glutamate recycling (Belanger et al., 2011). The
astrocyte-neuron lactate shuttle (ANLS) proposes that lactate represents a key

metabolic substance interconnecting astrocytes and neurons in order to
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maintain the energetic homeostasis of the tripartite glutamatergic synapse
(Pellerin et al., 2005).

The possibility of shuttling lactate between brain cell types is determined
by the expression of specific transporters named monocarboxylate transporters
(MCTs), which regulate lactate influx and efflux. Interestingly, it was reported
that metabolic regulatory hormones and neurotrophic factors known to cross the
blood-brain barrier and enter the brain could influence the expression and
activity of cerebral MCTs (Aubert et al., 2005; Chenal et al., 2008; Pierre et al.,
2007). Regarding the cell-type distribution in the central nervous (CNS) system,
MCT1 is predominantly expressed by astrocytes and oligodendrocytes,
whereas MCT2 is expressed neurons, particularly on axons and dendrites. In
contrast, MCT4 is solely expressed by astrocytes (Pellerin et al., 2005).

The pyruvate dehydrogenase (PDH) enzyme catalyzes the irreversible
conversion of pyruvate to acetyl-coA within the mitochondrial matrix. This
reaction drives cytosolic pyruvate and other 3-carbon metabolites in equilibrium
with pyruvate, including lactate, to oxidative metabolism in the mitochondria
(Halim et al., 2010; Margineantu et al., 2002). The oxidative phosphorylation
reactions in the mitochondrial internal membrane are usually coupled with the
leakage of protons and the generation of hydrogen peroxide (H2032), with its
physiological or pathological significance being dependent on a variety of
endogenous and exogenous factors (Muller et al., 2013; Votyakova and
Reynolds, 2001). For instance, insulin resistance, pro-inflammatory status, high
intake of diets enriched in fat and sugar (high palatable), and sedentary lifestyle
functionally disturb neuronal and glial cells by mechanisms involving altered

mitochondrial membrane potential (AWm), exacerbated H202 production, and
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deficient neuroenergetic coupling (Kilbride et al., 2008; Russell et al., 2002).
Moreover, higher is the dissipation of the proton gradient through the
mitochondrial internal membrane instead of through ATP synthase, higher is
H202 production, and consequently, lower is ATP production. Remarkably,
physical exercise is recognized as an easily achievable and low-cost strategy to
improve the energetic machinery and to maintain brain H202 at physiological
levels thereby avoiding cell damage, increasing neurotrophic signaling, and
improving cognitive performance (Nichol et al., 2007). However, although in
humans a physically active lifestyle is recommended to oppose the negative
effects of unhealthy diets on various neurobiological mechanisms, individuals
continually being exposed to HP diets might not experience the exercise
benefits on brain function.

In this study, we combined a long-term exposure to HP diet and physical
exercise, in an attempt to unravel their impact on memory as well as on some
hippocampal metabolic parameters that could be correlated with cognitive
performance. More specifically, we assessed in the hippocampus the levels of
extracellular lactate, expression of MCTs and PDH, as well as the mitochondrial

function.

Materials and Methods
Animals, diet and exercise protocol

Male C57BL/6J mice, one month old, were obtained from Foundation for
Health Science Research (FEPPS, Porto Alegre/RS, Brazil). Animals (4-5 per
cage) were placed into a controlled temperature room (22°C + 1) under a 12h

light/12h dark cycle (lights on at 7 am) and had free access to food and water.
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Mice were kept during 5 months, receiving HP or control diet. At the end of the
fourth month of diet treatment, a group of animals were enrolled in voluntary
exercise for one month (for experimental design please see figure 1A). Animals
in voluntary exercise had free access to a running wheel, which has an
automated distance travelled recorder. The groups were defined as control diet
sedentary (CDS, n=15); control diet exercise (CDE, n=15); hyperpalatable diet
sedentary (HPS, n=15); and hyperpalatable diet exercise (HPE, n=15). The HP
diet was composed of 57% carbohydrates (34% condensed milk, 15% in starch
and 8% sucrose), 25.3%% protein, 10% fat (soybean oil), 5% salt, 2.7% fibers
and vitamins (Dietrich et al., 2007). All experiments were in agreement with the
Committee on the Care and Use of Experimental Animal Resources, UFRGS,
Brazil number 22436.
Glucose tolerance test

Animals (n=15 per group) were submitted to a glucose tolerance test
after the experimental intervention (diet and/or exercise). They received an
intraperitoneal injection of glucose in solution (2 mg/g body weight), which was
performed in 12 h fasted mice. Blood was collected by a small puncture on the
tail immediately before (0 min), 30, 60, and 120 minutes after the injection. At
each time, glucose was measured by a glucosimeter (AccuChek Active, Roche
Diagnostics®, USA). We analyzed the area under the curve (AUC) to obtain a
profile of the peripheral glucose sensitivity.
Surgical procedure and microdialysis

A guide cannula for microdialysis was placed in the dorsal hippocampus
at 2 mm posterior to the bregma, 2 mm right of the midline and a 1 mm hole

was made in the cranial bone (n=4 per group). Seven days after surgery, the
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animals were submitted to microdialysis in order to collect extracellular cerebral
fluid through BASI Brain Microdialysis Probes (ref MD-2200-BR2, USA). After
one hour of habituation to microdialysis artificial extracellular fluid (aECF); (124
mM NaCl, 3 mM KClz2, 1 mM MgSO4 7H20, 26 NaHCO3s, 2 mM CaCl2 H20, 1
mM glucose, buffered at pH 7.4), samples were collected in three blocks of 10
minutes to analyze lactate basal level (Kalinine et al., 2014). After that, the
animals were submitted to a Y-maze task, during 10 minutes, and then,
samples were collected in three blocks of 10 minutes to analyze the animal’s
recovery from the test. These samples were used to evaluate lactate levels
using a commercially available colorimetric assay (Katal, Brazil).
Y-maze task

Spatial memory performance was evaluated using a Y-maze test (n=12
per group). Perfect alternations were defined as exploration of all three arms
sequentially given 3 opportunities independent of a right or left arm choice at
initiation. Results were calculated as the percentage of the number of perfect
alternations divided by total opportunities (considered 100%). The apparatus
consists in a radial-arm maze with three identical arms (arms = 40 cm in length
x 9 cm in width x 16 cm in wall height with an arm angle of 120°). The animals
were placed at the intersection of the arms and chose randomly which arm to
enter during 10 minutes. Arm entry was considered when all animal’s legs were
in the arm (arm entry required all 4 legs of the mouse to enter an arm)
(Kaczmarczyk et al., 2013).
Mitochondrial H202 production and mitochondrial membrane potential (A Wn)

The mitochondrial production of hydrogen peroxide (H202) was assessed

with the Amplex Red oxidation method (n=6 per group). Animal’s hippocampi
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were rapidly removed and homogenized in ‘Sucrose Medium’ (320 mM sucrose,
1mM EDTA, 0.25 mM dithiothreitol, pH 7.4). As a strategy to improve the
capacity of the homogenate to generate H202, a standard respiration buffer (100
mM KCI, 75 mM mannitol, 25 mM sucrose, 5mM phosphate, 0.05 mM EDTA,
and 10 mM Tris-HC1, pH 7.4) (Sims and Blass, 1986) supplemented with 10 pM
Amplex Red and 2 units/mL horseradish peroxidase was used. The basal H202
level was measured without the presence of substrate in the incubation
medium, while succinate was used as substrate to stimulate mitochondrial
respiration. We used ADP to analyze the functional capacity of mitochondria to
produce ATP and the proton ionophore FCCP (Carbonyl cyanide 4-
trifluoromethoxy-phenylhydrazone, a reversible inhibitor of mitochondrial
oxidative phosphorylation) to estimate the maximal mitochondrial electron
transport system capacity. Fluorescence was monitored at excitation (563 nm)
and emission (587 nm) wavelengths with a Spectra Max M5 microplate reader
(Molecular Devices, USA). The AWm was measured by using the fluorescence
signal of the cationic dye, safranin-O. Hippocampal homogenates were
incubated in high K* respiration buffer supplemented with 10 uM safranin O.
Fluorescence was detected with an excitation wavelength of 495 nm and an
emission wavelength of 586 nm (Spectra Max M5, Molecular Devices). Data are
reported as arbitrary fluorescence units (AFUs) (Muller et al., 2013).
Western blotting

For western blot analysis, 30 pg of protein from hippocampal
homogenates (n=8 per group) were separated by electrophoresis on a 10%
polyacrylamide gel and electrotransferred to PVDF membranes as previously

reported (Muller et al., 2011). Antibodies against MCT1 (1:1000) (provided by
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the laboratory of Dr. Pellerin and characterized in (Pierre et al., 2000), MCT4
(Santa Cruz 1:200), MCT2 (Alpha Diagnostics 1:1000), PDH and tubulin (Cell
Signaling Technology, 1:1000) were used.
Body mass

The body weight of each mouse was measured during four months of
diet and also during the month of exercise (n= 15 group). Then, animals were
euthanized by decapitation. Blood was collected and centrifuged at 5000 x g/10
min to obtain serum samples, which were stored at —20°C. Fat tissue from
mesenteric and epididymal regions were dissected and weighed as previously
described (Dietrich et al., 2007).
Inflammatory parameters

The serum was collected while the hippocampi were dissected and
homogenized in PIK buffer (1% NP-40, 150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.4, 10%
glycerol, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCI2, 400 puM sodium vanadate, 0.2 mM PMSF,
1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml aprotinin, and 0.1% phosphatase inhibitor cocktails |
and II; Sigma-Aldrich, USA). The homogenate was centrifuged, and the
supernatant was collected. The total protein content was measured with a
modified Lowry method (Peterson, 1977). The homogenates (n = 5 per group)
were stored at -70°C. IL-1B and TNF-a assays were performed using
commercially available ELISA kits (R&D Systems references DY401 and
DY410). The protocol was conducted according to the instructions of the
manufacturer.
Statistical Analysis

Results were calculated and expressed as the mean + S.E.M. To analyze

the differences between groups, we used one-way analysis of variance
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(ANOVA) followed by a post-hoc Tukey test; or Student’s t-test. The differences
were considered statistically significant at p < 0.05.
Results
Exercise increases the expression of MCTs and PDH

The experimental design with the different tests and interventions is
illustrated in Figure 1. Our results shown that exercise increase MCT1
expression in the control and HP diet (*CDE, HPS and HPE > CDS, p < 0.05).
In addition, MCTL1 levels were increased in HPE diet compared to HPS diet
group (HPE > HPS p < 0.05) (Figure 1B). MCT2 expression was not
significantly affected by either physical exercise or diet interventions (Figure
1C). MCT4 levels of the CDE group were significantly higher than those of the
CDS group (* CDE > CDS, p < 0.05). Furthermore, MCT4 expression was
increased in both HP groups compared to CDS (HPE and HPS > CDS, p <
0.05) (Figure 1D). The expression of PDH was significantly increased in
exercised compared to sedentary groups (*CDE and HPE > CDS and HPS p <
0.05) (Figure 1E).
Hippocampal extracellular lactate levels and spatial memory

Brain extracellular fluid lactate levels were significantly increased in the
HPE group compared to other groups 10 min after exposure to the Y-maze task
(* HPE > CDS, CDE and HPS, p < 0.05) (Figure 1F). Memory performance in
the Y-maze task was not significantly different between groups (Figure 1G).
Mitochondrial H202 production and mitochondrial membrane potential (AWm)

The H20:2 production induced by succinate was not significantly different
between groups (Figure 2A). The addition of ADP and FCCP decreased H20:2

production (Figure 2A). The change in AWm induced by succinate and succinate
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+ ADP was not different between groups. Also, the capacity to dissipate the
proton gradient with FCCP was not significantly different between groups
(Figure 2B). This observation implies that mitochondrial properties involved in
energy production (oxidative phosphorylation of ADP), and in reactive oxygen
species production were not significantly altered by exercise nor HP diet
interventions.
Effects of exercise and HP diet on body mass, glucose homeostasis (GTT), as
well as on IL-168 and TNF-a levels

The levels of the pro-inflammatory cytokines IL-13 and TNF-a measured
in the serum and in hippocampal homogenates were not altered by exercise or
HP diet (Table 1). As expected, the HPS group showed an increase in body
weight compared to the CDS group (* HPS > CDS, p < 0.05, Table 1). The
exercised groups showed similar body weight compared to the CDS group.
Thirty-days of voluntary exercise were able to revert the effects of the HP diet
on epididymal fat pad at the level found in the CDS group (*CDE< CDS and
*HPE< HPS, p < 0.05) (Table 1). A similar effect of exercise was observed in
the mesenteric fat pad (* HPE < HPS and HPS > CDS, p < 0.05, Table 1). The
area under the curve for the GTT was higher in the HPS group compared to the
other groups (* HPS > CDS, CDE and HPE, p < 0.05, Table 1).
Discussion

The present study revealed that five months of HP diet increased the
expression of MCT1 and MCT4 in hippocampal homogenates. Interestingly,
thirty-days of physical exercise have similar effects on MCT1 and MCT4
expression but also increase the PDH expression in the hippocampus of mice.

In addition, animals fed five months with a HP diet and engaged in thirty-days of
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exercise exhibited an increase of extracellular levels of lactate in the
hippocampus after being submitted to a spatial memory task. Physical exercise
and HP diet interventions neither affected the mitochondrial H202 production
and AWm nor the levels of pro-inflammatory cytokines. As expected, physical
exercise decreased the adiposity (visceral and epididymal) in HP fed animals,
as well as increased the insulin sensitivity.

Physical exercise has been shown to increase MCT1l and MCT4
expression in skeletal muscle (Yoshida et al., 2004), and in accordance with the
reported benefits of exercise on different systems, we searched for similar
adaptions at the cerebral level, and more specifically in the hippocampus, a
brain area involved in spatial memory function. To the best of our knowledge,
our data provide the first experimental evidence that long-term voluntary
exercise training induces an enhancement in the expression of glial MCTs (1
and 4) but not in the neuronal transporter MCT2. Furthermore, exercise also
increased PDH expression, suggesting that it might increase oxidative
metabolism in neuronal mitochondria, which putatively influences the generation
of energy. Therefore, it can be postulated that PDH is a molecular target of the
processes induced by exercise in hippocampal neurons. Moreover, together
with the expression profile of neuronal and glial MCTs observed following
exercise, it supports the concept of exercise modulating the neuroenergetic
status (Cotman et al., 2007). Indeed, the kinetic properties of the glial
transporters MCT1 and 4 would favor the release of lactate in the extracellular
space where it can be taken up by neuronal MCT2 to be metabolized in

mitochondria.
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The effect of unhealthy diets and obesity on cerebral MCT expression
has raised attention in the last few years. Interestingly, mice fed a high fat diet
exhibited increased expression of MCT1, 2 and 4 in the hippocampus (Pierre et
al., 2007) suggesting that MCTs respond to variations in the peripheral
metabolic state albeit the exact consequences for brain function are not clear.
To unravel a putative functional consequence for the brain exposed to a HP
diet, we showed that hippocampal extracellular lactate levels were increased in
all groups after being exposed to the Y-maze task. Surprisingly, the HPE group
showed the highest concentration of lactate as compared to all other groups.
However, this modification in brain metabolism did not correlate with any
improvement on the memory performance. It is important to consider the
evidence suggesting that prior to the appearance of cognitive deficits, there are
subtle neurochemical and morphological alterations that could not be detected.
Alternatively, alterations in the cognitive status may require more prolonged HP
diet exposition. Thus, our findings did not rule out a possible harmful effect of
the HP diet on cognitive function as already observed by others (McNay et al.,
2010; Molteni et al., 2002; Stranahan et al., 2008).

There is a clear association between the accumulation of fat and the
development of insulin resistance (Saltiel and Kahn, 2001) with the subsequent
activation of the pro-inflammatory response through IL-1p and TNF-a release
(Greenfield and Campbell, 2006; Yan et al., 2012). In this study, the exercise
reduced the accumulation of fat in the mesenteric and epididymal tissues
caused by the HP diet, as well as improved the peripheral insulin sensitivity.
However, neither the HP diet nor exercise caused significant changes in the

levels of pro-inflammatory cytokines in the blood and brain homogenates, which
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indicate no effects or response mediated by inflammatory cytokines. Overall,
our data argue in favor of mechanisms involving lactate transfer from glia to
neurons and in pyruvate oxidation in neurons activated by exercise and HP diet.
Although, the expression of PDH, the rate-limiting step for pyruvate entry into
the Krebs cycle, is similar in astrocytes and neurons, its activity is several times
higher in neurons compared to astrocytes (Halim et al., 2010).

In summary, the levels of hippocampal MCT1 and MCT4 expression
were increased by physical exercise and a HP diet, whereas the expression of
PDH was only increased by exercise. These observations suggest that a
metabolic reprogramming in response to specific environmental factors can take
place in the brain, but it does not appear to provide a specific benefit for spatial
memory.
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Figure legends:

Figure 1: Effects of diet and exercise on metabolic related parameters in
hippocampus, and cognitive performance. a) Representative Western blot
bands. The protocol comprises five-months HP diet along with last one-month
physical exercise training. b) MCT1 protein expression levels (* CDS < other
groups; & HPE > HPS, p < 0.05 n = 6-8). ¢c) MCT 2 expression levels. d) MCT4
expression levels (* CDS < other groups; & HPE > HPS, p < 0.05 n = 6-8). e)
Pyruvate dehydrogenase expression levels (CDE and HPE > CDS and HPS, p
< 0.05 n = 6-8). f) Extracellular cerebral fluid levels of lactate during the Y-maze
task (* HPE > other groups, p < 0.05 n = 4 per group). g) Cognitive performance
on the Y-maze task n = 12. Results expressed as the mean = S.E.M. The

differences were considered statistically significant at p < 0.05.

Figure 2: Assessment of mitochondrial parameters on hippocampal
homogenates. a) H202 production by the hippocampal homogenate challenged
with succinate, succinate + ADP, and FCCP (n = 6). b). The mitochondrial
membrane potential (AWm) induced by succinate, succinate + ADP, and FCCP
(n = 6-8). Results expressed as the mean + S.E.M. The differences were

considered statistically significant at p < 0.05.

38



Figure 1

CDS CDE HPS HPE

b) e)

250, ; 200 . .
g 2004
8 : 150
; 150/ 3
g =~ 100
1004
2
G 50 o
=
0’ 0 - o -
cDs COE HPS HPE cos COE HPS HPE
* > sedentary control diet
&> sedentary HP diet

150+ 200
£ ]
= 1004 —I— — § 150
£ s
c &
3 2 100
& i
9 e
o’ g " - sedentary HP diet
© exercise control diet
cos CcOE HPS WPE L SRR HE ok

(=]

1 2 3 4 5 6 7
lactate analyzes (block 10min)

o
~
«Q
~

250, ’ —_— 80
= o
215& I gw
g "
’ cbs coe 1S HEE ’ cbs cbe HPS WPE

* > sedentary control diet

39



H202 production (RFussecimg prot)

Figure 2
a)

1.21

0.8

0.44

O
N

delta y mitochondrial (AFUs)

-
O
?

=
o
2

o
b

o
L

Succinate

*

Suc+ADP

il T BT

Suc+FCCP

Basal

> & > &
& & Q? Q? & & ~z‘~2 &
Suc Suc+ADP

[

T

O L& o &
& & & &

Suc+FCCP

_'L

II

40



Table 1: Cytokines, body weight, fat pads and area under curve (AUC)

CDS CDE HPS HPE
IL-1B Serum 0.274 £ 0.011 0.256 £ 0.023 0.258 £ 0.015 0.237 £0.042
(Mg/mg _
Hippocampus 0.059+0.012 0.063£0.009 0.064 +0.023 0.062 + 0.005
protein)
TNF-a Serum 0.162 £ 0.020 0.150+0.020 0.163x0.021 0.127 £0.022
(Mg/mg _
Hippocampus 0.039+£0.007 0.043£0.004 0.042+0.016 0.039+0.003
protein)

Weight (Q) 29.41 +0.79 30.58 £ 0.84 34.69+1.69* 3247+1.24
Mesenteric fat pad (g) 0.18 + 0.02 0.16 + 0.02 1.14 + 0.20* 0.50+0.12
Epididymal fat pad (g) 1.17 + 0.06 0.78 £ 0.07 3.37+0.54* 2.05+0.24

AUC 919+ 34 872 £ 61 1059 + 31* 924 + 38

Values are shown as mean £+ SEM. *=p <0.05
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1. Discusséo dos resultados

Um héabito cada vez mais comum na sociedade atual, o consumo de
dietas ricas em lipidios e carboidratos pode causar o desenvolvimento de
obesidade, resisténcia a insulina e diabetes. Essas doencas metabdlicas
periféricas também impactam no metabolismo cerebral e podem ser
facilitadoras para o aparecimento de prejuizos cognitivos como déficits de
memo©ria. Por outro lado, intervengdes simples no estilo de vida como a prética
de atividade fisica podem trazer beneficios a saude fisica e mental e, se
contrapor aos efeitos indesejaveis da obesidade e de dietas ndo saudaveis.
Entretanto, os efeitos do exercicio fisico e os de dietas ndo saudaveis no
cérebro ainda carecem de mecanimos mais esclarecedores. Considerando
isso, desvendar estes mecanismos nheurobioldégicos tem sido uma busca
constante e fonte de investigacdo por diferentes grupos de pesquisa. Este
trabalho colabora com este campo de investigacdo explorando um importante
mecanismo de cooperagdo metabdlica envolvendo neurdnios e astrocitos.

Os resultados desse trabalho demonstraram que o consumo de uma
dieta hiperpalatavel aumentou o imunocontetdo dos transportadores de
monocarboxilatos 1 e 4 (MCT1 e 4) no hipocampo de camundongos (Figuras
1B e 1D). Como dito previamente, estes MCTs sédo predominantemente
expressos nos astrocitos. Os animais submetidos ao protocolo de exercicio
fisico também demonstraram aumento do imunoconteudo de MCT1 e 4 no
hipocampo e também, um aumento no imunoconteudo da piruvato
desidrogenase (PDH) (Figura 1E). Além disso, 0s animais que consumiram a
dieta hiperpalatavel e fizeram exercicio fisico, exibiram um aumento de lactato

em liquido extracelular microdialisado de hipocampo, logo apos serem
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submetidos ao teste de memobria, conforme demonstrado na figura 1F.
Especula-se que este aumento poderia representar uma resposta metabdlica
astrocitaria mais proeminente causada ao estimulo ambiental. Coincidemente,
0 grupo HPE foi o que apresentou maior aumento de MCTs 1 e 4. No entanto,
todos os grupos tiveram desempenho semelhante no teste y-maze (figura 1G).
O efeito de dietas ndo saudaveis e da obesidade na expressdo dos
MCTs tem ganhado atencédo dos pesquisadores nos ultimos anos. Animais que
consumiram uma dieta rica em gordura saturada apresentaram um aumento na
expressdo dos MCTs 1, 2 e 4 no hipocampo (Pierre et al., 2007), esse dado
sugere que a expressao dos MCTs responde a variacbes no metabolismo
periférico, entretanto, as consequéncias dessa resposta ainda ndo estdo bem
esclarecidas na literatura. Para avaliar uma possivel consequéncia funcional no
cérebro exposto a dieta HP, n0s submetemos o0s animais ao teste
comportamental de alternacdo espontdanea no Y-maze, esse teste avalia
memoéria de trabalho espacial dos animais, no qual € permitido ao animal a
exploracdo livre dos trés bracos do aparato e a alternacdo espontanea é
calculada (Wolf et al., 2016). Ele foi utlizado por ser o aparato
experimentalmente compativel com a execugdo combinada da microdidlise.
N&o foi observada nenhuma diferenca significativa no desempenho dos
animais no teste, entretanto a possibilidade de que prejuizos na memodria
possam ser detectados pelo uso de testes comportamentais mais sensiveis ou
especificos ndo deve ser descartada; também, € importante levar em conta que
antes do aparecimento de déficts cognitivos, existem alteracbes morfologicas e
neuroquimicas muito sutis que podem nao se refletrem em alteracGes

comportamentais. Além disso, alteracdes no estado cognitivo podem exigir uma
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exposicdo mais prolongada a dieta HP. Assim, 0os nossos resultados né&o
descartam um possivel efeito nocivo da dieta HP na func¢do cognitiva como ja
observado por outros (McNay et al., 2010; Molteni et al., 2002; Stranahan et al.,

2008).

Apoés a realizacdo do teste comportamental os animais do grupo HPE
mostraram um aumento da concentracdo de lactato no espaco extracelular.
Considerando que esses animais apresentaram também um aumento na
expressao dos MCTs astrocitarios, pode-se especular que o desafio a um novo
ambiente tenha aumentado o metabolismo glicolitico dos astrocitos e
consequentemente levando a maior liberacdo de lactato para o espaco
extracelular. Este conceito, esta de acordo com a teoria do ANLS. Assim é
possivel que a neurotransmissao glutamatérgica desempenhe um papel

importante na reprogramacéo metabdlica em animais tratados com HPE.

Existem trabalhos na literatura que demonstram que o exercicio fisico é
capaz de aumentar a expressdo de MCT1 e 4 no musculo esquelético e no
musculo cardiaco (Bonen, 2001; Scariot et al., 2016; Yoshida et al., 2004); o
nosso trabalho busca avancar no entendimento das adaptacdes do organismo
frente ao estimulo do exercicio em nivel cerebral, mais especificamente da
regido hipocampal. Os resultados demonstram que o0 exercicio voluntario
induziu um aumento na expressao dos MCTs gliais (1 e 4) mas nao teve efeito
no transportador neuronal MCT2. Desta maneira, podemos propor que a
maguinaria metabdlica hipocampal astrocitaria € modulada pelo exercicio
fisico. O perfil de expressdo dos MCTs neuronais e gliais observado apds o
protocolo de exercicio aplicado corrobora com o conceito de que o exercicio

fisico é capaz de alterar o metabolismo neuroenergético (Cotman et al., 2007).
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De fato, as propriedades cinéticas dos MCTs 1 e 4 favorecem a liberacdo de
lactato no espaco extracelular para posterior captacao pelo MCT2 neuronal e
utilizacao pelas mitocondrias.

O protocolo de exercicio, mostrou ainda, um aumento na expresséo da
enzima PDH. O complexo da PDH é distribuido heterogeneamente na matriz
mitocondrial e catalisa a oxidac&o irreversivel do piruvato a acetil-CoA, essa
reacdo € limitante da velocidade, sob condi¢cdes aerdbicas para a remogao
oxidativa do piruvato; o complexo da PDH, ainda, é altamente regulado
(Stacpoole, 2012). O aumento da expressdo dessa enzima sugere que O
metabolismo oxidativo nas mitocondrias pode estar aumentado, o0 que
consequentemente influencia na geracdo de energia. Tendo iSSO em vista,
pode-se considerar que a PDH é um alvo molecular aos processos induzidos
pelo exercicio tanto nos neurdnios como astrocitos hipocampais.

Estudos demonstram que a obesidade e o diabetes, causados pelo
consumo de dietas HP, alteram a funcdo mitocondrial 0o que se reflete
principalmente na reducao da capacidade metabdlica oxidativa, da producéo de
energia e no aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio devido ao
aumento de vazemento de protons e disfuncdo da membrana mitocondrial
(Newsholme et al., 2012). Por sua vez o exercicio fisico aumenta a biogénese
mitocondrial e aumenta a capacidade metabdlica oxidativa (Dietrich et al.,
2008). Os resultados desse trabalho demonstram que a dieta HP aumentou a
producgéo de H202 mitocondrial estimulada pelo succinato em homogeneizados
de hipocampo. No entanto, o exercicio fisico reduziu a produgéo de H202 ao
nivel do grupo controle (conforme demonstrado na figura 2A). Nao houve

efeitos significativos da dieta HP ou do exercicio fisico no potencial de
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membrana mitocondrial basal e com a incubacdo com o0s substratos
adicionados (figura 2B, pagina 46). Assim, uma dieta enriquecida em gordura
saturada e agucar contribui para o aumento de H202 no cérebro (Cheng et al.,
2010).

Confirmando os efeitos benéficos do exercicio fisico no metabolismo
periférico, foi demonstrado que houve uma diminuicdo nos niveis de gordura
epididimal e visceral nos animais que consumiram a dieta HP e fizeram
exercicio. No teste de tolerancia a glicose (TTG), os animais sedentarios que
consumiram dieta HP apresentaram um aumento da area sob a curva (AUC),
que se refere a uma menor capacidade de manter a homeostasia da glicemia
(ver tabela 1, pagina 47). No entanto, o exercicio fisico diminuiu a AUC no TTG
indicando um aumento da sensibilidade a insulina e melhor capacidade de se
adaptar a um excesso de glicose.

Ha uma clara associagcdo entre o acumulo de gordura e o
desenvolvimento de resisténcia a insulina (Saltiel and Kahn, 2001) com a
subsequente ativacédo da resposta pro-inflamatoéria atraves de IL-1p e liberagéo
de TNF-a (Greenfield and Campbell, 2006; Yan et al., 2012). Neste estudo, o
exercicio fisico apresentou os efeitos periféricos esperados, no entanto, nem a
dieta HP e nem exercicio fisico causaram alteracfes significativas nos niveis
de citocinas pro-inflamatérias nos homogeneizados de cérebro e de sangue, o
gue indica que nenhum efeito ou resposta encontrados foram mediados por
citocinas inflamatérias, neste modelo experimental.

No geral, dados apresentados argumentam a favor de mecanismos
gue envolvem a transferéncia de lactato dos astrécitos aos neurbnios e na

oxidacdo de piruvato em neurdnios ativados por exercicio e HP dieta. Embora,
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a expressdo da PDH, o passo limitante da velocidade para a entrada de
piruvato no ciclo de Krebs, seja semelhante em astrécitos e neurénios, a sua

atividade é varias vezes maior nos neurénios (Halim et al., 2010).

2. Concluséo
Em resumo, os niveis de expressdo de MCT1 e MCT4 no hipocampo
foram aumentadas pela dieta HP e pelo exercicio fisico, ao passo que a
expressdo de PDH foi aumentada apenas pelo exercicio. Essas observacdes
sugerem que uma reprogramacao metabdlica em resposta a fatores ambientais

especificos pode ocorrer no cérebro.

3. Perspectivas

3.1. Avaliar o efeito da dieta e do exercicio em outras enzimas envolvidas
no metabolismo mitocondrial;

3.2. Avaliar a expressao de mRNA dos MCT'’s;

3.3. Investigar o efeito prolongado da dieta HP em testes de memodria
espacial e de reconhecimento e no perfil de liberacéo de lactato;

3.4. Investigar os niveis de glutamato e a atividade de proteinas
astrocitarias envolvidas no metabolismo do glutamato.

3.5. Avaliar os efeitos de farmacos sensibilizadores de Insulina (Metformina)
em animais submetidos a dieta hiperpalatavel no metabolismo energético

cerebral;
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