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PARTE 1



Resumo

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢é caracterizado por uma hiperglicemia cronica, em
resposta a uma resisténcia tecidual a insulina com posterior prejuizo na sua secre¢do ao longo
da progressdo da doenga. O DM2 ¢ um fator de risco para diversas alteracdes centrais e
periféricas, entre elas, prejuizos cognitivos e neuroinflamacao. A leptina tem apresentado papel
importante no funcionamento cerebral, inclusive nos processos de memoria e aprendizagem,
porém, uma associacio direta do DM2 com essa adipocina ainda ndo esta clara, uma vez que
seus niveis podem variar de acordo com o peso corporal e grande parte dos individuos e
modelos animais de DM2 apresentam obesidade. Com isso, o objetivo do presente estudo foi
investigar alteragdes de memoria, hipocampais e periféricas durante a progressao do diabetes
mellitus tipo 2 e na neuroinflamagdo aguda em ratos Wistar adultos machos. Para isso,
utilizamos um modelo de DM2 em ratos Wistar adultos sem a presenca de obesidade, induzido
com estreptozotocina (STZ) e nicotinamida (NA), avaliamos alteracdes de memoria,
hipocampais e séricas em dois estadgios de progressao da doenga, um estagio inicial, apds 4
semanas, ¢ um estadgio avancado, apos 16 semanas. Além disso, utilizamos um modelo de
neuroinflama¢do aguda com lipopolissacarideo (LPS), avaliando os parametros apos 48 h.
Encontramos alteragdes de memoria nos dois modelos utilizados, tanto ao longo do DM2
quanto em resposta a neuroinflamagdo aguda. Porém, relacionando-se essas alteragdes a
sinalizagdo de leptina os resultados foram diferentes. Nos animais com DM2 induzida, pode-se
observar uma redu¢do nos niveis séricos de leptina nos animais com um estagio de doenca
avancada, porém nao ha diferenca significativa no estdgio inicial. Além disso, ndo houve
alteragdo na sinalizacao de leptina no hipocampo desses animais. Em contrapartida, 48 h apds
a indugdo de neuroinflamagdo os niveis séricos de leptina se mostraram reduzidos e a
concentragdo de seu receptor foi maior em comparacao ao grupo sham. Investigamos, também,
a atividade astrocitica no hipocampo dos ratos apds a indugao de DM2 e de neuroinflamagao.
A concentragdo de GFAP no hipocampo dos animais com DM2 se mostrou aumentada apenas
no estagio inicial da doencga, assim como em resposta a neuroinflam¢do aguda. Além disso, a
proteina S100B no liquor dos animais com DM2 foi reduzida em comparagdo ao grupo sham,
também, apenas no estagio inicial da doenga. Por outro lado, a S100B sérica foi reduzida apos
a inducdo de neuroinflamagdo aguda, porém ndo houve alteragdo em resposta ao DM2. A
concentragdo de B-amiloide e de proteina tau fosforilada se mostrou aumentada no hipocampo
dos ratos com DM2 apds 16 semanas, demonstrando uma alteragdo similar & doenca de
Alzheimer no estagio avangado da doenca. Com isso, concluimos que, o DM2 leva a prejuizos
cognitivos mesmo em um estagio inicial da doenga e estes estdo relacionados com alteragdes
astrociticas. Ja em um estagio avangado, os parametros neuronais € que estao alterados. Assim
como no modelo de DM2, o modelo agudo de neuroinflamacao também ocasionou um prejuizo
de memdria, o que pode ou ndo estar relacionados a resposta por leptina em ambos os modelos.



Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is characterized by chronic hyperglycemia, in response to
tissue resistance to insulin with subsequent impairment of insulin secretion over the course of
disease. T2DM is a risk factor for several central and peripheral changes, including cognitive
impairment and neuroinflammation. Leptin has played an important role in brain functioning,
including memory and learning processes, however, a direct association of T2DM with this
adipokine is still unclear, since its levels may vary according to body weight and most of the
individuals and animal models of T2DM have obesity. Therefore, the aim of the present study
was to investigate memory, hippocampal and peripheral alterations during the progression of
type 2 diabetes mellitus and in acute neuroinflammation in adult male Wistar rats. For this, we
used a T2DM model in adult Wistar rats without the presence of obesity, induced by
streptozotocin (STZ) and nicotinamide (NA), we evaluated memory, hippocampal and serum
alterations in two stages of diabetes progression, an initial stage, after 4 weeks, and an advanced
stage after 16 weeks. Furthermore, we used a model of acute neuroinflammation with
lipopolysaccharide (LPS), evaluating the parameters after 48 h. We found memory alterations
in two models, during T2DM progression and in response to acute neuroinflammation.
However, these results were not related to leptin signalling. In animals with induced T2DM, a
reduction in serum leptin levels can be observed in animals with an advanced disease stage, but
there is no significant difference in the initial stage. Furthermore, there was no change in leptin
signaling in the hippocampus of these animals. On the other hand, 48 h after neuroinflammation
induction, serum leptin levels were reduced and the concentration of it receptor was higher
compared to the sham group. We also investigated the astrocytic activity in the hippocampus
of rats after induction of T2DM and neuroinflammation. The concentration of GFAP in
hippocampus of animals with T2DM was increased only in the initial stage of the disease, as
well as in response to acute neuroinflammation. Furthermore, the S100B protein in the CSF of
animals with T2DM was reduced compared to the sham group, also only in the initial stage of
the disease. On the other hand, serum S100B was reduced after the induction of acute
neuroinflammation, but there was no change in response to T2DM. The concentration of -
amyloid and phosphorylated tau protein was increased in the hippocampus of rats with DM2
after 16 weeks, demonstrating an alteration similar to Alzheimer's disease in the advanced stage
of the disease. Thus, we conclude that T2DM leads to cognitive impairments even an early
stage of disease and these are related to astrocytic changes. Already in an advanced stage,
neuronal parameters are altered. As in T2DM model, the acute model of neuroinflammation
also caused memory impairment, which may or may not be related to the leptin response in
both models.
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1. Introducio

1.1. Diabetes mellitus

O Diabetes mellitus (DM) é uma patologia metabodlica cronica que ocorre devido a uma
incapacidade pancredtica em produzir insulina ou a uma resisténcia tecidual e consequente
redugdo na sinalizacdo de insulina nos tecidos (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION,
2022). Devido ao papel deste hormonio na homeostase da glicose, 0 DM tem como principal

consequéncia hiperglicemia (INZUCCHI, 2013).

O DM pode ser classificado em DM tipo 1 (DM1), que abrange 5 a 10 % do total de
diabéticos, no qual ocorre uma deficiéncia na produgado de insulina pelo pancreas, e DM tipo 2
(DM2), que equivale a 90 a 95 % do total de diabéticos, onde ocorre uma diminuigdo gradativa
da sensibilidade dos tecidos a insulina, levando a resisténcia dos tecidos a este hormonio
(AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2022). Existem também outros tipos de diabetes,
dentre os quais pode-se citar o diabetes mellitus gestacional, no qual a etiologia ainda ¢

desconhecida, porém ¢ bastante frequente e tem como principal caracteristica a hiperglicemia

durante a gestacio (KOIVUSALO; RONO; KLEMETTI; ROINE et al., 2016).

1.1.1. Diabetes mellitus tipo 1

O DMI1 ¢ uma doenga autoimune, onde ha destrui¢do parcial ou total das células B-
pancreaticas, levando a consequente deficiéncia na produc¢do de insulina pelo pancreas
resultando em um quadro cronico de hiperglicemia (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS,
2014). O diagnostico de DM1 pode ser feito, apos detecgdo sintomas metabolicos como a
hiperglicemia ou pela presencga de anticorpos especificos, responsaveis pela resposta autoimune
sobre as células B-pancreaticas (ZACCARDI; WEBB; YATES; DAVIES, 2016). Dentre os
principais sintomas em criangas pode haver politria, polidpsia e algumas apresentam
cetoacidose diabética (DABELEA; MAYER-DAVIS, 2014). O DMI também pode levar a

prejuizos cognitivos, demonstrados em humanos e roedores com essa patologia. Estudos
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relataram prejuizos na eficiéncia mental, velocidade psicomotora, funcionamento executivo e
no quociente de inteligéncia (NUNLEY; ROSANO; RYAN; JENNINGS et al., 2015;

ZANOTTO; SIMAO; GASPARIN; BIASIBETTI et al., 2017).

1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um distirbio metabolico caracterizado por aumento de
glicemia e por uma diminui¢do da sensibilidade dos tecidos a insulina, além de alteragdes na
secrecao deste hormonio pelo pancreas (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2022). O
risco para desenvolver o DM2 aumenta com envelhecimento, presenga de obesidade e
inatividade fisica (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2014), sendo assim, sua prevaléncia tem
aumentado em paises em desenvolvimento (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010). O diagnéstico
de DM2 pode ser feito através de exames de glicemia de jejum, teste de tolerancia oral a glicose
e hemoglobina glicada sérica alterados (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2022).

Inicialmente o DM2 ¢ caracterizado pela redugao na capacidade de sinalizagao da insulina
nos tecidos (BIDDINGER; KAHN, 2006; SCHWARTZ; SEELEY; TSCHOP; WOODS et al.,
2013). Em um quadro inicial da doenga (pré-diagndstico) ocorre, em resposta a hiperglicemia
causada pela resisténcia a insulina, uma compensacao na secre¢ao deste hormonio pelas células
B-pancreaticas, conseguindo assim manter a glicemia em niveis normais. Com esse aumento na
estimulacdo das células B-pancreaticas, ocorre uma disfun¢do gradativa destas, levando assim,
a reducdo na secrecdo de insulina e consequente hiperglicemia cronica (SCHWARTZ;
SEELEY; TSCHOP; WOODS et al., 2013). A resisténcia a insulina afeta principalmente
células hepaticas, musculares e adiposas.

O DM2 pode levar a alteragdes micro e macrovasculares, ocasionando diversas
complicacdes. Essas alteragdes podem levar a diversas complicagdes periféricas e centrais,
podendo afetar os rins e os nervos (ASLAM; SINGH; RAJBHANDARI, 2014; CURRIE;

MCKAY; DELLES, 2014), ¢ também a complicagdes centrais, como retinopatia ¢ acidente



vascular cerebral (GREEN, 2014; SONG; WONG, 2014). Além disso, estudos clinicos tém
demonstrado uma associagao entre a presenca de DM2 e um risco aumentado de desenvolver
prejuizos cognitivos e doengas neurodegenerativas (SOARES; PREDIGER; NUNES;
CASTRO et al., 2013). Diversos estudos longitudinais mostraram que a intolerancia a glicose
¢ a diminuicdo da secre¢do de insulina estdo associados a um maior risco de desenvolver
deméncia ou doenca de Alzheimer (MORRIS; VIDONI; HONEA; BURNS et al., 2014,
RONNEMAA; ZETHELIUS; SUNDELOF; SUNDSTROM et al., 2008).
1.1.3. DM2 e memoria

Como dito anteriormente, individuos com DM2 apresentam reducao na capacidade
cognitiva, desde comprometimento cognitivo leve até avancado (EBADY; ARAMI;
SHAFIGH, 2008; FEINKOHL; KELLER; ROBERTSON; MORLING et al., 2013; ZHAO;
ROBERTS; DING; CHA et al., 2015). Com os avangos cientificos no tratamento do DM2 os
pacientes t€ém uma sobrevida aumentada, podendo desenvolver assim, outras patologias
associadas ao envelhecimento, como as deméncias (SAEDI; GHEINI; FAIZ; ARAMI, 2016).
Além disso, pacientes com DM2 apresentam risco aumentado de desenvolver deméncias,

incluindo a doenga de Alzheimer (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2014).

Durante os ultimos anos a relagdo do DM2 com disturbios na memoria ja vem sendo
estabelecida, entdo, alguns estudos vém buscando estabelecer quais fatores contribuem para
esses prejuizos. Um estudo de coorte avaliou cerca de 2000 pacientes durante 15 anos, e
mostrou que nos pacientes com DM2, a reducdo na capacidade cognitiva estava associada as
alteragdes cardiovasculares (WESSELS; LANE; GAO; HALL et al., 2011). Outro estudo
prospectivo publicado em 2013, mostrou que os acidentes vasculares cerebrais e os marcadores
subclinicos de doengas cardiovasculares e aterosclerose estdo associados ao declinio cognitivo
em pacientes idosos com DM?2 (FEINKOHL; KELLER; ROBERTSON; MORLING et al.,

2013). Além disso, o papel do DM2 na neurodegeneracdo foi avaliado através de estudos de



neuroimagem, os quais mostraram uma associacdo do DM2 com atrofia cerebral, onde a taxa
de atrofia no envelhecimento nos pacientes com DM2 ¢ até 3 vezes mais rapida em comparagao
com os pacientes saudaveis (KOOISTRA; GEERLINGS; MALI; VINCKEN et al., 2013;
MORAN; PHAN; CHEN; BLIZZARD et al.,2013; VAN ELDEREN; DE ROOS; DE CRAEN;
WESTENDORP et al., 2010). Sendo assim, com algumas relacdes entre DM2 e prejuizos
cognitivos estabelecidas, estudos em modelos animais da doenca tem buscado definir as

alteracdes moleculares e celulares envolvidas.

Diversos modelos animais de DM2 sdo utilizados na literatura para avaliar os efeitos da
doenca e seus possiveis tratamentos, que podem ser categorizados em: modelos
espontaneamente obesos, modelos de obesidade induzida por dieta, modelos ndo obesos,
modelos geneticamente induzidos por disfungdo de cé€lulas B ¢ modelos animais diabéticos
induzidos geneticamente (KING, 2012; WINZELL; AHREN, 2004; YOSHIDA; TANAKA;
OSHIMA; YAMAZAKI et al., 2010). A maioria dos modelos utilizados associa os efeitos da

obesidade para o desenvolvimento do DM2.

1.1.1. Leptina e DM2

A concentracdo sérica de leptina tem se mostrado aumentada em individuos obesos, onde
se sabe haver uma resisténcia hipotalamica a este horménio (STEFANOVIC; KOTUR-
STEVULJEVIC; SPASIC; BOGAVAC-STANOJEVIC et al., 2008). Além disso, pacientes
diabéticos do tipo 2 também apresentam niveis circulantes deste hormdnio aumentados quando
a patologia essa associada com obesidade (ABDELLA; MOJIMINIYI; MOUSSA; ZAKI et al.,
2005; LOPEZ-JARAMILLO; GOMEZ-ARBELAEZ; LOPEZ-LOPEZ; LOPEZ-LOPEZ et al.,
2014), entretanto, em individuos com diabetes tipo 2 e peso corporal dentro da normalidade os
niveis de leptina podem estar diminuidos (MOHAMMADZADEH; ZARGHAMI, 2013). Uma
vez que grande parte dos pacientes diabéticos também apresenta obesidade, a relagdo direta

entre o diabetes tipo 2 e as alteracdes da leptina ainda ndo ¢ clara.



1.2. Leptina

A leptina ¢ um hormdnio peptidico produzido e secretado principalmente pelo tecido
adiposo branco, sendo seus niveis circulantes proporcionais a quantidade de acidos graxos
estocada, podendo servir como um sinal de adiposidade (FREDERICH; HAMANN;
ANDERSON; LOLLMANN et al., 1995). De fato, individuos obesos apresentam niveis
circulantes de leptina maiores que individuos eutroficos, ao passo que, pessoas com baixo peso,
como no caso de anoréxicos, os niveis de leptina sio menores (STEINER; SCHILTZ;
WALTER; WUNDERLICH et al., 2010). Apesar de uma deficiéncia na produgdo ou na
sinaliza¢ao da leptina levar ao desenvolvimento da obesidade, esse hormdnio nao pode ser
utilizado como uma forma de tratamento para a obesidade causada por dieta, uma vez que estes
individuos ja apresentam niveis circulantes de leptina acima da normalidade (CRUJEIRAS;
CARREIRA; CABIA; ANDRADE et al, 2015; SAINZ; BARRENETXE; MORENO-
ALIAGA; MARTINEZ, 2015).

Devido a ineficiéncia de utilizar a leptina como forma terapéutica para a obesidade, os
estudos concluiram que, possivelmente, durante o desenvolvimento desta patologia, o
organismo entre em um estado de resisténcia a leptina. Esta adipocina, apds sua liberagdo para
a corrente sanguinea, tem a capacidade de entrar no sistema nervoso central através de um
transporte regulado ¢ saturdvel pela barreira hematoencefalica (BANKS; KASTIN; HUANG;
JASPAN et al., 1996). Sua acdo na homeostase energética ¢ mediada no nucleo arqueado do
hipotalamo, local mais estudado na identificacdo dos fatores que levam a resisténcia a leptina.

1.2.1. Producio de leptina

A produgdo de leptina pelo tecido adiposo reflete o tamanho deste tecido com o intuito de
comunicar a quantidade de energia estocada (FREDERICH; HAMANN; ANDERSON;
LOLLMANN et al., 1995; SCHWARTZ; PESKIND; RASKIND; BOYKO et al., 1996). Além

disso, os niveis circulantes de leptina variam de acordo com o estado alimentar, onde, durante



0 jejum seus niveis sdo reduzidos enquanto que durante a alimentagdo ocorre um aumento
(JORGENSEN; BERNIER; MAULE; VIJAYAN, 2016).

Os niveis séricos de leptina também podem seguir o ritmo circadiano. Em ratos, os niveis
atingem o pico durante o escurecer (periodo ativo) e seu ponto mais baixo no periodo mais
inativo (SUKUMARAN; XUE; JUSKO; DUBOIS et al., 2010). Porém, estas mudancas na
leptina de acordo com o ciclo circadiano s3o modestas em comparagdo as mudancas
metabolicas, como jejum ou exposi¢ao ao frio, durante as quais ocorrem alteracdes rapidas na
sintese de leptina independente de alteragdes na massa adiposa (JORGENSEN; BERNIER;
MAULE; VIJAYAN, 2016).

O tecido adiposo subcutaneo produz e secreta mais leptina em comparagdo com o tecido
adiposo visceral, assim como os niveis de leptina circulantes sdo maiores em mulheres do que
em homens (MONTAGUE; PRINS; SANDERS; DIGBY et al., 1997, PARK; AHIMA, 2015).
Diversos outros fatores podem interferir na concentragdo de leptina circulante, como, por
exemplo, a concentracdo de citocinas inflamatérias, glicocorticoides e insulina (MUNZBERG;
MORRISON, 2015).

1.2.2. Sinalizacao de leptina

A leptina tem sua sinalizagdo intracelular mediada pela sua ligacdo ao receptor
transmembrana ObR, também chamado de LepR, um receptor da familia de receptores classe |
de citocinas. Apos a ligacdo da leptina a isoforma longa de seu receptor ObRb ocorre a ativagdo
de diversas vias de sinalizacdo (FRUHBECK, 2006), como a ativagdo por fosforilacdo da
molécula de STAT3 pela JAK2. A STAT3, apds ativada, é translocada para o nticleo onde
modula a produgdo de diversos genes como o gene para SOCS3 que tem sua produgdo
aumentada por esta molécula (ALLISON; MYERS, 2014). A SOCS3 por sua vez age inibindo

a atividade do receptor ObRb, através da ligacdo a um residuo de tirosina especifico nesse
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receptor, tendo um papel na regulacio negativa da sinalizagdo por leptina (ALLISON; MYERS,
2014).

Esse receptor esta presente em diversas areas do cérebro, principalmente no hipotalamo,
onde a leptina tem um papel na regulagdo da homeostase energética (PARK; AHIMA, 2014).
Por outro lado, ja se tem evidéncias da presenga desse receptor em outras areas cerebrais, como
no hipocampo, onde a leptina tem se mostrado importante nos processos de memoria e
aprendizagem (IRVING; HARVEY, 2014).

1.2.3. Resisténcia a leptina

Como dito anteriormente, individuos obesos apresentam niveis de leptina circulante
maiores que individuos eutroficos, porém esta ndo ¢ efetiva em sua sinalizagdo de saciedade
(CRUJEIRAS; CARREIRA; CABIA; ANDRADE et al., 2015). Isso ocorre, possivelmente,
devido a resisténcia hipotalamica a leptina, a qual pode ser resultante de uma reducio na
passagem deste hormonio através da barreira hematoencefalica (BHE) e/ou a uma redugdo na
capacidade de sinalizagdo tecidual por leptina (IZQUIERDO; CRUJEIRAS; CASANUEVA;

CARREIRA, 2019).

A leptina ¢é transportada através da BHE por um transporte especifico e saturavel. Portanto,
alteracdes na BHE decorrentes da obesidade podem prejudicar a passagem de leptina para o
sistema nervoso central (SNC) (BANKS, 2015). Com o aumento da adiposidade ocorre um
aumento nos niveis circulantes de leptina o que, por sua vez, pode levar a resisténcia dos
transportadores de leptina na BHE, diminuindo assim seu transporte (IZQUIERDO;
CRUIJEIRAS; CASANUEVA; CARREIRA, 2019). Isso leva a consequente diminui¢do da
ativacdo das vias de sinalizagdo desse hormonio, desregulando o controle da homeostase
energética e consequentemente do peso corporal. Estudos anteriores ja demonstraram que ratos
obesos apresentam sensibilidade para administragdo de leptina intracerebroventricular (ICV)

mas nio a administragdo subcutanea ou intraperitoneal (IP) (HALAAS; BOOZER; BLAIR-
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WEST; FIDAHUSEIN et al., 1997; VAN HEEK; COMPTON; FRANCE; TEDESCO et al.,
1997). Isso levou a crer que a reducdo na capacidade de sinalizagdo central a leptina poderia

ser resultado, também, de uma diminuicdo em sua passagem através da BHE.

O mecanismo exato da passagem da leptina através da BHE ainda ndo estd elucidado,
porém sabe-se que este ¢ dependente da presenga das isoformas curtas de seus receptores (ObRa
e ObRc) (HILEMAN; PIERROZ; MASUZAKI; BJORBAEK et al., 2002; PAN; HSUCHOU;,
HE; SAKHARKAR et al., 2008), em modelos animais utilizando inibi¢ao genética da produgao
destes receptores ocorreu uma redugdo na passagem de leptina da periferia para o cérebro (DI
SPIEZIO; SANDIN; DORE; MULLER-FIELITZ et al., 2018; HILEMAN; PIERROZ;
MASUZAKI; BJORBAEK et al., 2002). Com isso, espera-se que mecanismos regulatdrios
levem a reducao dos receptores de leptina em resposta ao aumento de leptina circulante, o que
reduziria sua passagem para o SNC. Entretanto, outros estudos t€ém colocado em contradi¢cdo a
reducdo da leptina no SNC como um fator para o desenvolvimento de resisténcia. A
administragao ICV de leptina em camundongos com obesidade induzida por dieta ndo levou a
reducdo alimentar ou a perda de peso (EL-HASCHIMI; PIERROZ; HILEMAN; BJORBAEK
et al., 2000). Um estudo utilizando técnica de fluorescéncia com leptina marcada em
camundongos obesos demonstrou que ndo houve diferenga entre animais obesos € magros no
acimulo de leptina em diferentes partes do cérebro (HARRISON; SCHRIEVER;
FEUCHTINGER; KYRIAKOU et al., 2019). Além disso, a perda de peso nesses animais levou
a um aumento na expressdo de leptina e de seu receptor em algumas areas cerebrais
(HARRISON; SCHRIEVER; FEUCHTINGER; KYRIAKOU et al., 2019). Isso sugere que,
em um estado de obesidade, o acumulo de leptina ¢ mantido nas principais areas do cérebro
envolvidas no metabolismo e controle de peso corporal. Com isso, podemos perceber que o

envolvimento da BHE na resisténcia a leptina ainda ndo estd bem compreendido.
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A redug¢do na capacidade de sinalizag@o por leptina tem sido proposta como um dos fatores
que levam a resisténcia central a esse hormdénio. A SOCS3 tem sua producao aumentada apos
a ativagdo do ObR e tem um papel em sua regulacdo negativa (ALLISON; MYERS, 2014).
Além disso, a proteina-tirosina fosfatase 1B (PTP1B) também apresenta um papel na regulagao
negativa da sinalizagdo por leptina, através da desfosforilagdo da JAK2 (ZABOLOTNY;
BENCE-HANULEC; STRICKER-KRONGRAD; HAJ et al., 2002). Sendo assim, o aumento
na quantidade de leptina circulante, como na obesidade, pode levar a um aumento na expressao
de SOCS3 e de PTP1B, dessensibilizando, assim, os receptores de leptina, dificultando sua

sinalizac¢ao (YE; LIU; GUO; SU, 2018).

O estresse de reticulo endoplasmatico também tem sido proposto como um fator
importante na resisténcia a leptina, o reticulo endoplasmatico ¢ o responsavel pela sintese,
maturacao e trafico das proteinas nas células eucarioticas (VINCENZ-DONNELLY; HIPP,
2017). O actimulo anormal de proteinas mal ou ndo dobradas no limen do reticulo leva a um
estado chamado de estresse de reticulo endoplasmatico, no qual hé a ativagao de diversas vias
de sinalizagdo com o intuito de compensar essa situagao (HETZ; PAPA, 2018; WALTER;
RON, 2011). Diversos estudos ja demonstraram que modelos de inducao de obesidade levam a
estresse de reticulo endoplasmatico com consequente indugdo de vias pré-inflamatorias no
hipotadlamo e resisténcia a leptina (OZCAN; CAO; YILMAZ; LEE et al., 2004; ZHANG;
ZHANG; ZHANG; KARIN et al., 2008). Levando, assim, a um ciclo de causa e consequéncia

entre o estresse de reticulo endoplasmatico e a obesidade.

1.2.4. Leptina na resposta imune
A leptina, além do seu papel na regulagdo metabolica agindo como um hormdnio
anorexigeno, apresenta caracteristicas de uma citocina, tendo uma fungdo importante na
regulagdo da resposta imune, agindo como uma mediadora entre o estado metabolico e imune

no organismo (LA CAVA, 2017). Pode-se observar essa caracteristica em obesos, onde 0s
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niveis circulantes elevados de leptina estdo relacionados a uma inflamacao cronica de baixo
grau (MATARESE; PROCACCINI; DE ROSA; HORVATH et al., 2010). Ao passo que, em
situacdes em que ha baixos niveis circulantes desta adipocina, como na anorexia ou na
desnutricao, ha um aumento no risco de infec¢do e redugdo da resposta imune (MATARESE;
LA CAVA; SANNA; LORD et al., 2002).

Essa regulacdo da leptina no sistema imune pode ser observada em sua acdo sobre
mondcitos/macrofagos, onde essa adipocina estimula a expressao e secrecao de moléculas pro-
inflamatoérias assim como regula a proliferacdo e apoptose (GABAY; DREYER;
PELLEGRINELLI; CHICHEPORTICHE et al, 2001; GELSOMINO; GIORDANO;
CAMERA; SISCI et al., 2020). Além disso, a leptina € capaz de regular a atividade de outros
tipos celulares envolvidos na resposta imune como neutrofilos, linfocitos, entre outros
(SOUZA-ALMEIDA; PALHINHA; LIECHOCKI; DA SILVA PEREIRA et al., 2020). Porém,
o papel exato da leptina na resposta inflamatdria ainda ndo estd bem elucidado, uma vez que
essa adipocina ja demonstrou agao pro- e anti-inflamatdria em diferente modelos experimentais
(FLATOW; KOMEGAE; FONSECA; BRITO et al, 2017; GABAY; DREYER;
PELLEGRINELLI; CHICHEPORTICHE et al., 2001).

Essa regulagdo imune pela leptina mostrou-se capaz de melhorar a sobrevida em modelos
animais de sepse (AGUILAR-VALLES; JUNG; POOLE; FLORES et al., 2012; LA CAVA,
2017). Camundongos deficientes de leptina tiveram maior mortalidade e maiores danos
teciduais em modelos de indugdo de sepse, ao passo que o tratamento com leptina diminuiu
esses efeitos (TSCHOP; NOGUEIRAS; HAAS-LOCKIE; KASTEN et al., 2010). Além disso,
camundongos com obesidade induzida por dieta e consequente aumento nos niveis de leptina
apresentam uma maior taxa de sobrevida em resposta a inducao de sepse (SIEGL; ANNECKE;
JOHNSON; SCHLAG et al.,2014). Em humanos, pacientes recuperados de sepse apresentaram

maior concentracao de leptina circulante em comparagao aos pacientes que nao sobreviveram,
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demonstrando, possivelmente um papel protetor dessa adipocina no processo de resposta a
sepse (GJERTSSON; HULTGREN; STENSON; HOLMDAHL et al., 2000; TSCHOP;
NOGUEIRAS; HAAS-LOCKIE; KASTEN et al., 2010). Tem sido proposto, inclusive, que a
reducdo na concentracdo de leptina circulante em pacientes com HIV pode ser um fator que
contribui para a imunodeficiéncia (ESTRADA; SERRANO-RIOS; MARTINEZ LARRAD;
VILLAR ef al, 2002; PEREZ-PEREZ; SANCHEZ-JIMENEZ; VILARINO-GARCIA;
SANCHEZ-MARGALET, 2020).

Em contrapartida, em situacdes de inflamacao cronica, como na obesidade, ha aumento nos
niveis de leptina circulantes (CRUJEIRAS; CARREIRA; CABIA; ANDRADE et al., 2015).
Essa adipocina, entdo, estimula a resposta pro-inflamatoria, regulando positivamente a
producdo de citocinas como TNF-a e IL-1f, a0 mesmo tempo que estas citocinas aumentam a
produgdo de leptina pelo tecido adiposo levando a manutengdo da inflamacdo de maneira
cronica (LA CAVA, 2017).

Desta forma, a leptina tem sido proposta como iniciadora e intensificadora das fun¢des
imunolodgicas. Em situacdes de baixa concentracao ou sinalizagao prejudicada ocorre um déficit
na resposta imune ¢ em altas concentragdes patoldgicas, como a obesidade, auxilia em uma
resposta inflamatoria.

1.2.4.1. Leptina e neuroinflamacio

A neuroinflamagdo pode ser considerada um dos fatores que levam a resisténcia
hipotaldmica a leptina na obesidade, mas também, em situagdes patoldgicas pode agir como
uma adipocina aumentando a sinalizagdo pro-inflamatéria no SNC (DRAGANO; HADDAD-
TOVOLLI; VELLOSO, 2017). Em modelos animais de obesidade induzida por dieta ha
aumento na sinalizacdo central de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p ¢ TNF-a (ZHOU;
URSO; JADEIJA, 2020). Os acidos graxos saturados de cadeia longa podem agir através de sua

ligacao ao receptor TLR4, estimulando assim uma resposta pré-inflamatéria no hipotalamo (LI;
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LEUNG; CHAN; YIU et al., 2020). Esta resposta pro-inflamatoria induzida pela dieta na
obesidade ocorre, inclusive, anteriormente ao aumento da adiposidade (THALER; YI; SCHUR;
GUYENET et al., 2012), resultando, entdo, em resisténcia a leptina nesse tecido, através do
aumento de SOCS3 e do estresse de reticulo endoplasmatico, levando a hiperfagia
(DRAGANO; HADDAD-TOVOLLI; VELLOSO, 2017).

A leptina, além de ter sua sinalizacdo alterada em resposta a neuroinflamagdo, pode, por
sua vez, ter um papel importante nesta sinalizagdo neuroinflamatoria, sendo proposta como um
sinal de interagdo entre uma resposta inflamatoria sistémica e o cérebro (PEREZ-PEREZ;
SANCHEZ-JIMENEZ; VILARINO-GARCIA; SANCHEZ-MARGALET, 2020). Em modelos
animais de inflamagdo periférica, ocorre um aumento na producdo de leptina pelo tecido
adiposo, assim como seus niveis circulantes (RUMMEL, 2016). Essa adipocina, por sua vez,
age aumentando a permeabilidade da BHE e recrutando neutrofilos para o SNC, através do
estimulo de uma resposta pré-inflamatoria por parte da microglia (LAFRANCE; INOUE;
KAN; LUHESHI, 2010).

Em contrapartida, a leptina tem demonstrado um papel neuroprotetor em doencas
neurodegenerativas como nas doengas de Alzheimer e Parkinson (SIGNORE; ZHANG;
WENG; GAO et al., 2008). Individuos que apresentam menores niveis circulantes de leptina
tem maior risco de desenvolver a doenga de Alzheimer (KHEMKA; BAGCHI;
BANDYOPADHYAY; BIR et al., 2014; LIEB; BEISER; VASAN; TAN et al., 2009), além
disso, em modelos de inducdo animal desta doenga o tratamento com leptina foi capaz de
melhorar a memoria nestes animais, assim como melhorou os aspectos moleculares da doenga
(GRECO; BRYAN; SARKAR; ZHU et al., 2010). Entretanto, quando os niveis de leptina
foram correlacionados com indice de massa corporal (IMC) e percentual de gordura, os niveis
de leptina ndo eram protetores em individuos obesos, possivelmente devido a um mecanismo

de resisténcia a leptina presente nesta populagao (LIEB; BEISER; VASAN; TAN et al., 2009).
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1.3. Neuroinflamacao

A neuroinflamagdo ¢ um fator presente em diversas doengas neurodegenerativas,
principalmente associadas ao déficit cognitivo (SHARMA; SRIVASTAVA; SETH;
TRIPATHI et al., 2019). A inflamagdo, de uma maneira geral, ¢ caracterizada como uma
resposta de defesa que protege o organismo contra insultos e repara o dano tecidual causado
por estes. Sendo assim, em resposta a uma situacao de injuria as células reagem alterando a
expressao e secrecao de diversas moléculas que servirao de mediadoras da resposta inflamatoria
(DAS NEVES; SOUSA; SOUSA; CERQUEIRA et al., 2020). No SNC, a resposta inflamatoria
ocorre através da ativagao de células residentes neste 6rgao, como as células gliais, ou também,
através de células imunoldgicas periféricas que tém acesso devido a algum dano na BHE

(KWON; KOH, 2020).

A microglia ¢ o primeiro tipo celular cerebral a responder em uma situagdo de injuria,
sendo conhecida como um macrofago especializado (SIMPSON; OLIVER, 2020). Além do seu
papel importante na resposta imune do SNC, a microglia pode ter um papel na neurogénese
(SIERRA; ENCINAS; DEUDERO; CHANCEY et al., 2010) e neuroprote¢ao (VINET;
WEERING; HEINRICH; KALIN et al., 2012). Na resposta imune inata no SNC, essas células,
em resposta a algum dano, sdo recrutadas e atuam fagocitando patdégenos ou restos celulares,
além disso, atuam liberando citocinas pro-inflamatorias, como TNF-q, IL-1 e IL-6, além de
quimiocinas que atuam ativando e recrutando outros tipos celulares, como os astrocitos

(SHASTRI; BONIFATI; KISHORE, 2013).

Os astrocitos sao células gliais do SNC que sdo, principalmente, conhecidos pela sua
fun¢do na manutengdo do ambiente extracelular vidvel para a sobrevivéncia neuronal
(SOFRONIEW; VINTERS, 2010). Porém, atualmente, sabe-se que os astrocitos desempenham
diversos outros papéis fundamentais para o funcionamento cerebral, como promogdo da

maturagdo neuronal, formacdo de sinapses, (CHRISTOPHERSON; ULLIAN; STOKES;
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MULLOWNEY et al., 2005), regulagao de angiogénese (ZHOU; SHAO; YAO; TU et al.,
2020), formagao e manutengdo da BHE, metabolismo e captacdo de neurotransmissores, entre
outras (COHEN-SALMON; SLAOUI; MAZARE; GILBERT et al., 2021). Além disso, os
astrocitos tem um papel importante na vigilancia imunolégica no SNC, onde em resposta a
patogenos ocorre a alteragdo na expressdo de diversas proteinas, num processo de ativacdo
astrocitica conhecido como astrogliose (DAS NEVES; SOUSA; SOUSA; CERQUEIRA et al.,
2020). Durante esse processo os astrocitos alteram a expressao de proteinas de citoesqueleto,
como a proteina glial fibrilar acida (GFAP), que € uma proteina caracteristica desse tipo celular
e tem sua expressao aumentada em situagoes de injuria no SNC (PEKNY; PEKNA, 2004).
Outra proteina envolvida na ativagdo astrocitica ¢ a S100B, que € principalmente expressa e
secretada pelos astrocitos no SNC e que tem sido proposta como um marcador periférico de
dano cerebral (GONCALVES; LEITE; NARDIN, 2008). Seus niveis séricos podem ser
atribuidos a sua secrecdo por parte dos astrocitos, uma vez que essa proteina tem a capacidade
de atravessar a BHE, mas também pelos adipocitos (GONCALVES; LEITE; GUERRA, 2010).
Além disso, assim como a leptina, a concentracdo de S100B no soro esta relacionada ao IMC,
onde obesos apresentam niveis circulantes maiores enquanto em anoréxicos esses niveis
encontram-se reduzidos em comparacao com individuos saudaveis (STEINER; SCHILTZ;

WALTER; WUNDERLICH et al., 2010).

Entdo, em uma situacdo de injuria no SNC, como um processo inflamatdrio, astrocitos e
microglia sdo ativados. A microglia ativada secreta citocinas como a IL-1f, a qual ativa os
astrocitos, levando a um aumento na liberagdo de S100B por estas células. Essa proteina por
sua vez liga-se a0 RAGE na microglia resultando na ativacao de fatores de transcricdo como o
fator nuclear kB (NF-«kB) ¢ o ativador de proteina 1 (AP-1) os quais cooperam para estimular a

liberagcao de IL-1B, TNF-a e a inducdo da sintese da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2),
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contribuindo assim para um ciclo neuroinflamatoério, presente em algumas doengas

neurodegenerativas (VAINCHTEIN; MOLOFSKY, 2020).

1.3.1. Neuroinflamac¢ao e memoria
A neuroinflamagdo ¢ proposta como um fator chave no desenvolvimento e na progressio
das doencas neurodegenerativas (VAINCHTEIN; MOLOFSKY, 2020). Além disso, o déficit
cognitivo presente nessas doencas tem sido relacionado com o aumento da produgdo e
sinalizacdo de citocinas pro-inflamatdrias no SNC (AGUILAR-VALLES; INOUE; RUMMEL;
LUHESHLI, 2015; GLASS; SAIJO; WINNER; MARCHETTO et al., 2010). De fato, IL-1p, IL-
6 e TNF-a sdo capazes de modular a atividade neuronal no hipocampo, principalmente em

relacdo a plasticidade sinaptica (ISING; HENEKA, 2018).

Em modelos de neuroinflamacao utilizando lipopolissacarideo (LPS), um componente da
membrana de bactérias gram-negativas que estimula uma resposta pré-inflamatoria, foi
observado um aumento na expressdo de citocinas pro-inflamatérias no hipocampo
(DAULATZALI, 2016). Essas citocinas, por sua vez, regulam vias de sinalizac¢do intracelular
levando ao aumento do estresse oxidativo nas células cerebrais, levando a morte neuronal e
prejuizos cognitivos (ZAKARIA; WAN YAACOB; OTHMAN; LONG et al., 2017). Inclusive,
essa resposta pro-inflamatoéria central pode levar a aumento da deposicao de peptideo B-
amiloide, caracteristica presente na doenca de Alzheimer, principal causa de deméncia

(DAULATZAL 2016).

1.4. Doencgas neurodegenerativas

As doengas neurodegenerativas sdo caracterizadas por uma disfunc¢do e perda progressiva
de populagdes neuronais em resposta a compostos toxicos, formados a partir de disfungdes
metabolicas multifatoriais (AMOR; PEFEROEN; VOGEL; BREUR et al, 2014). Como

principais exemplos podemos citar as doencas de Alzheimer e de Parkinson. O risco para
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desenvolver estas doengas aumenta com a idade, por este motivo, com o aumento da expectativa
de vida hd um aumento na prevaléncia dessas patologias (HOU; DAN; BABBAR; WEI et al.,
2019). Como citado anteriormente, o DM2 ¢ um dos fatores de risco para as doencas
neurodegenerativas ¢ a neuroinflamagdo tem se mostrado um fator chave no desenvolvimento
e progressao destas (KWON; KOH, 2020; SIMPSON; OLIVER, 2020).

1.4.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia ¢ a doenca
neurodegenerativa mais prevalente na populacio (SHARMA; SRIVASTAVA; SETH;
TRIPATHI et al., 2019). Essa patologia ¢ caracterizada por uma perda progressiva da fungao
cognitiva atribuida a diversas alteragdes neuronais. O acimulo e deposi¢ao extracelular de -
amiloide na forma de placas proteicas ¢ um dos fatores caracteristicos do cérebro de individuos
com a doenga de Alzheimer (DUGGER; DICKSON, 2017). Altera¢des neurofibrilares também
sdo consideradas caracteristicas desse disturbio, essas, sdo decorrentes da hiperfosforilagao da
proteina tau que forma emaranhados neurofibrilares resultando em perturbagdo da funcdo dos
microtubulos e a ruptura dendritica com consequente perda sindptica entre outros fatores

(HUYNH; MOHAN, 2017).

Sabe-se que a evolucdo da doenca de Alzheimer ocorre muito antes do aparecimento
dos primeiros sintomas de deméncia. Ocorre uma resposta das células do SNC a fim de manter
a homeostase cerebral até que finalmente ocorra a morte neuronal e as alteragdes ja conhecidas
da doenca (PREMAN; ALFONSO-TRIGUERO; ALBERDI; VERKHRATSKY et al., 2021).
Neste contexto as alteracdes astrociticas parecem estar presentes nos estagios pré-clinicos da
doenga de Alzheimer. De fato, além da astrogliose, atrofia astroglial também ja foi vista em
cérebros com doenga de Alzheimer, tanto em modelos animais quanto em individuos (HSU;

GANGOLLI; SU; HOLLERAN et al., 2018).
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1.4.2. DM2 e doenca de Alzheimer

A associagdo entre o0 DM2 e a doenca de Alzheimer tem sido estudada ha alguns anos,
como ja citado, sabe-se que individuos com DM2 apresentam risco aumentado de desenvolver
deméncia, mas, os mecanismos moleculares que ligam esses dois disturbios ainda ndo estdo
claros. Disfungao endotelial, resisténcia a insulina, neuroinflamacao ¢ estresse oxidativo estao
presentes no DM2 e parecem ser fatores importantes no desenvolvimento da doenca de
Alzheimer em resposta a essa doenca (SHARMA; PARIHAR; TALAIYA; DUBEY et al.,
2020; YOU; LIU; CHEN; XU et al., 2021).

Apesar do cérebro ser considerado um 6rgao independente de insulina para a captagao de
glicose, esse hormonio parece ter um papel importante na sobrevivéncia neuronal e no
funcionamento cerebral (APOSTOLATOS; SONG; ACOSTA; PEART et al., 2012; CHIU;
CHEN; CLINE, 2008). Sendo assim, ¢ compreensivel que altera¢cdes na concentracdo ¢ na
sinalizacdo de insulina, como ocorre no DM2, levem a disfun¢des cerebrais.

Outra alteragc@o metabolica presente no DM?2 ¢ a concentracao sérica de leptina, além disso,
essa adipocina ja mostrou agdes protetoras contra a doenca de Alzheimer, tanto em individuos
quanto em modelos animais da doengca (GRECO; SARKAR; JOHNSTON; TEZAPSIDIS,
2009; HAMILTON; HARVEY, 2021). Sendo assim, altera¢des em sua sinaliza¢gdo no SNC
poderiam ser outro fator em comum entre 0 DM2 ¢ a doenga de Alzheimer. Porém, os efeitos
do DM2 sobre a leptina sérica ainda ndo estdo claros, uma vez que individuos diabéticos com
obesidade apresentam niveis elevados enquanto que individuos eutrdéficos apresentam niveis
reduzidos dessa adipocina (LOPEZ-JARAMILLO; GOMEZ-ARBELAEZ; LOPEZ-LOPEZ;

LOPEZ-LOPEZ et al., 2014; MOHAMMADZADEH; ZARGHAMLI, 2013).
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2. Justificativa

A prevaléncia do DM2 e das doengas neurodegenerativas tem aumentado a medida que a
expectativa de vida aumenta, afetando ndo apenas a satide e a qualidade de vida dos pacientes,
mas também a de seus familiares e cuidadores, causando assim um grande problema de satde
publica. Além disso, pacientes com DM2 tém um maior risco de desenvolver doencas
neurodegenerativas por mecanismos moleculares e celulares ainda ndo elucidados. Dessa
forma, o estudo de fatores envolvidos na relacdo entre essas desordens, como a
neuroinflamacao, assim como a leptina e suas vias de sinalizacao, ¢ de fundamental importancia

para o desenvolvimento de novas estratégias preventivas e terapéuticas.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar alteragdes de memoria, assim como possiveis mecanismos hipocampais e
periféricos que levam a essas alteragdes, durante a progressao do diabetes mellitus tipo 2 e na

neuroinflamacao aguda em ratos Wistar adultos machos.

3.2. Objetivos especificos
3.2.1. Avaliar a capacidade cognitiva, a sinalizagdo de leptina, a atividade astrocitica
hipocampal ¢ alteracdes metabolicas periféricas durante a progressdo do DM2 ¢ na

neuroinflamacgao aguda;
3.2.2. Investigar marcadores hipocampais de doenca de Alzheimer durante a progressdo do

DM2.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Peripheral inflammation promotes immune-to-brain communication, mediated by cytokines that affect brain
Leptin activity. Lipopolysaccharide (LPS) has been widely used to mimic systemic inflammation, and the adipokine

Neuroinflammation leptin, released in this condition, modulates hypothalamic leptin receptors (ObR), contributing to sickness be-
remory havior. In this study, we used the intracerebroventricular (ICV) route for LPS administration in an attempt to
Hs_trocytes evaluate an acute and direct of this pathogen-associated molecular pattern on leptin-mediated signaling in the
1ppocampus . . . . . ees . P .
PP P . hippocampus, where ObR has been implicated in modulating cognitive response. We used bilateral ICV injection
Lipopolysaccharide

of LPS (25 pg/ventricle) in 60-day-old male Wistar rats and the analysis were performed 48 h after surgery.
Neuroinflammation was characterized in the LPS group by an increase in concentration of IL-1, COX-2 and
TLR4 in the hippocampus as well as glial fibrillary acidic protein (GFAP), indicating an astrocyte commitment.
Cognitive damage was observed in the animals of the LPS group by an inability to increase the recognition index
during the object recognition test. We observed an increase in the concentration of leptin receptors in the
hippocampus, which was unaccompanied by changes in the proteins involved in leptin intracellular signaling (p-
STAT3 and SOCS3). Moreover, we found a decrease in leptin concentration in the serum of the animals in the
LPS group accompanied by an increase in TNF-a levels. Our results showed that neuroinflammation, even in an
acute state, can lead to cognitive impairment and may be associated with leptin signaling disturbances in the
hippocampus.

1. Introduction

Neuroinflammation has been well established as an important fea-
ture of various brain disorders. It can affect neural development, alter
blood-brain barrier and lead to neurodegenerative diseases [1-5]. It has
been suggested that neuroinflammation is involved in the progression
of these disorders [2,6,7] and the cognitive impairment observed has
been linked to proinflammatory cytokines [8-10]. In fact, IL-1f, IL-6,
and TNF-a are able to modulate neuronal function, reducing hippo-
campal synaptic plasticity [11-14].

Behavioral and neurochemical changes, as a result of neuroin-
flammation, have been most frequently investigated by peripheral

administration of lipopolysaccharide (LPS), which can directly and in-
directly (via peripheral release of cytokines and hormones) affect the
central nervous system (CNS). This leads to the establishing of immune-
to-brain communication [15-17]. However, it is necessary, com-
plementary and relevant to understand the direct and acute effect of
LPS on CNS receptors for the molecular pattern associated with the
pathogen, even to characterize bidirectional communication [18,19].
The brain circuitry involved in recognition memory includes the medial
prefrontal cortex, the perirhinal cortex and the hippocampus, all of
which play a critical role in object recognition (OR) task, in rodents (see
[20] for a review). Cognitive deficits associated with hippocampal
dysfunction assessed by OR have been used to study models of

Abbreviations: COX, cyclooxygenase; GFAP, Glial fibrillary acidic protein; HBSS, Hank’s balanced salt solution; ICV, intracerebroventricular; IL, interleukin; LPS,
lipopolysaccharide; OF, open field; OR, object recognition; SOCS, suppressor of cytokine signaling; STAT, signal transducer and activator of transcription; TLR, toll-

like receptor; TNF-a, tumor necrosis factor alpha

* Corresponding author at: Depto Bioquimica, ICBS, UFRGS, Ramiro Barcelos, 2600-anexo, Porto Alegre, RS, 90035-003, Brazil.
E-mail addresses: carollinafdare@gmail.com (C. Da Ré), souza.jessicams@gmail.com (J.M. Souza), fernandatellesfroes@hotmail.com (F. Frées),
jessicataday@hotmail.com (J. Taday), jpadossantos@gmail.com (J.P. dos Santos), letigues@gmail.com (L. Rodrigues), patriciasester@gmail.com (P. Sesterheim),

casg@ufrgs.br (C.A. Gongalves), marina.leite@ufrgs.br (M.C. Leite).

https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112360

Received 18 May 2019; Received in revised form 21 October 2019; Accepted 13 November 2019

Available online 14 November 2019
0166-4328/ © 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01664328
https://www.elsevier.com/locate/bbr
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112360
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112360
mailto:carollinafdare@gmail.com
mailto:souza.jessicams@gmail.com
mailto:fernandatellesfroes@hotmail.com
mailto:jessicataday@hotmail.com
mailto:jpadossantos@gmail.com
mailto:letigues@gmail.com
mailto:patriciasester@gmail.com
mailto:casg@ufrgs.br
mailto:marina.leite@ufrgs.br
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112360
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbr.2019.112360&domain=pdf

C. Da R, et al.

neuroinflammation [21,22].

In the case of peripheral inflammation, leptin has been suggested as
one of the adipose signals that modulates the inflammatory response in
the brain. This hormone has a critical role in leukocyte recruitment in
the brain following severe systemic inflammation [23]. Leptin is a
peptide hormone secreted mainly by the adipose tissue and its action is
mediated by the ObR receptor [24]. It regulates many physiological
functions, including energy homeostasis and immunity [25-27]. It acts
as an adipokine on many cells of the immune system, stimulating its
activation and proliferation, as well as reducing its apoptosis [28,29].
However, the specific roles played by leptin in neuroinflammation are
still under debate. There is evidence of leptin exerting pro-in-
flammatory action [30-32], as well as anti-inflammatory action in rats
and mice [33-35]. More recently, leptin has been suggested as a li-
censer and enhancer of immune functions. In situations of low con-
centration or impaired signaling a deficit occurs in the immune re-
sponse and in high pathological concentrations, such as obesity, it
assists in a harmful inflammatory response [29].

In CNS, the most studied and known function of leptin is in the
regulation of food intake, acting on the hypothalamus.
Neuroinflammation in this tissue has been implicated in leptin re-
sistance, which is one of the factors that leads to obesity [36]. This may
occur in the hypothalamus through the LPS activation of inflammatory
pathways, such as TLR4-IKK[ [37,38], which, in turn, lead to an in-
crease in SOCS3 and PTP1B. These molecules inhibit JAK2-STAT3
signaling of leptin through binding to a specific tyrosine residue on ObR
or dephosphorylating JAK2, respectively [36,39].

The presence of ObR in other brain regions, such as the hippo-
campus, has already been identified, where leptin may play a role in the
regulation of memory and learning [40]. In support of this, db/db mice
and Zucker rats, both of which have mutations in the leptin receptor
gene, exhibit a cognitive deficit [41,42]. Furthermore, leptin has also
been implicated as neuroprotective in certain neurodegenerative dis-
eases associated with neuroinflammation, such as Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases [43]. On the other hand, in multiple sclerosis, high
levels of serum leptin are related to episodes of exacerbation of the
disease, while a reduction is associated with an improvement of
symptomatology [44].

Information is limited on the effect of neuroinflammation per se on
leptin signaling in the hippocampus, which could be associated with the
cognitive impairment observed in neuroinflammatory conditions.
Considering the involvement of leptin in neuroinflammatory diseases
and its relation with memory and learning, we investigated acute
neuroinflammation induced by a single intracerebroventricular (ICV)
administration of LPS, hypothesizing a change in leptin signaling in the
hippocampus and the subsequent cognitive response. In addition, we
assessed the central and peripheral inflammatory parameters, as well as
the astrocytic response to neuroinflammation.

ORT
Habituation

Surgery
(LPS)
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2. Material and methods
2.1. Materials

Monoclonal anti-S100B (SH-B1) and LPS from Escherichia coli
055:B5 were purchased from Sigma [Missouri, USA]. Polyclonal anti-
S100B was purchased from DAKO [Sao Paulo, Brazil], anti-rabbit, anti-
mouse and anti-goat peroxidase-linked and ECL Western Blotting
Detection Reagents were purchased from GE [Little Chalfont, United
Kingdom]. Anti-ObR, anti-SOCS3, anti-p-STAT3 (Tyr705), anti-STAT3,
anti-TLR4 and anti-COX-2 were purchased from Santa Cruz
Biotechnology [Texas, USA] and anti-actin was purchased from
Millipore [Massachusetts, USA].

2.2. Animals

All the procedures complied with the ARRIVE guidelines and were
carried out in accordance with the National Institute of Health guide for
the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978) and were approved by the local authorities (Ethics
Committee on the Use of Animals — UFRGS, n° 25337). Male adult
Wistar rats (60 days old) were obtained from our breeding colony
(Department of Biochemistry, UFRGS, Porto Alegre, Brazil). The ani-
mals were maintained under controlled light and environmental con-
ditions (12h light / 12h dark cycle at a constant temperature of
22 + 1°C) and had free access to commercial chow and water.

The animals were weighed on digital scales before and 48 h after the
surgical procedure to evaluate change in weight. The food and water
consumption were evaluated during the 48 h after the surgery through
weighing using digital scales. Different animals were used for beha-
vioral tests and molecular measurements.

2.3. Surgical procedure

For ventricular access, the animals were anesthetized with keta-
mine/xylazine (75 and 10 mg/Kg, respectively, i.p.) and placed in a
stereotaxic apparatus. A midline sagittal incision was made in the scalp
and one burr hole was drilled in the skull over both ventricles. The
following coordinates were used: 0.9 mm posterior to bregma; 1.5 mm
lateral to sagittal suture; 3.6 mm beneath the brain surface [45]. The
rats received an ICV injection of 5 pL of LPS 5 ug/uL or vehicle (Hank’s
balanced salt solution — HBSS, containing in mM: 137 NacCl, 5.36 KCl,
1.26 CaCl,, 0.41 MgSO,4 0.49 MgCl,, 0.63 Na,HPO,7H,0O, 0.44
KH,PO,, 4.17 NaHCO3; and 5.6 glucose, adjusted to pH 7.4) in each
ventricle [46]. Forty-eight hours after the surgical procedure, rats were
anesthetized and the blood samples were collected by careful in-
tracardiac puncture, using a 5-mL non-heparinized syringe to obtain
3 mL of blood. The hippocampi were dissected out and chopped in
transverse slices of 0.3 mm obtained using a Mcllwain Tissue Chopper,
and slices were then separated and stored in a freezer at —80 °C until
they were processed according to the procedure for each analysis. Blood
samples were incubated at room temperature (25 °C) for 10 min and
centrifuged at 1700 x g for 10min to obtain serum, which was

ORT ORT Fig. 1. Schematic representation of the ex-
Sample  Discrimination ~ Perimental plan. Time is represented in hours.
I I Cognitive evaluation is based on the Object

Time

Recognition Test (ORT) with three distinct
I I phases: habituation, sample, and discrimina-

24 48 49 tion. Hippocampi and serum were harvested for
(hours) biochemical evaluation. Different animals were
l used for behavioral tests and biochemical eva-
luation.
Biochemical

analysis




C. Da R, et al.

separated and stored at —80 °C until further analysis. A schematic re-
presentation of the experimental procedure is shown in Fig. 1, in-
dicating times of surgery, cognitive behavior and biochemical analysis.

2.4. Object recognition task (OR task)

All experiments were conducted in a sound-attenuated room under
low-intensity light (121x). All apparatuses were cleaned with 10 %
ethanol solution and then dried with a paper towel after each trial. The
OR task was conducted in the open field (OF), as previously described
[47] and adapted by Hansen [48]. The test consisted of three distinct
phases: habituation, sample, and discrimination. The habituation phase
was performed 24 h after the ICV injection of LPS, during which time
the rats were allowed to explore the OF for 10 min, 24 h before the next
phase, thus totaling 48 h after surgery, as well as molecular measure-
ments. In the sample phase, two identical objects (C1 and C2 cubes)
were placed in opposite corners of the OF, 20 cm distant from the walls
and ~60cm apart from each other, and the rats were allowed to ex-
plore them for 5 min. After the end of the sample phase, the rats were
removed from the OF and kept in the home cage for 1 h. After that, in
the discrimination phase, an identical copy of the familiar object (C3)
and a novel T-shaped object (T) were placed in the locations previously
occupied by C1 and C2, and the rats were allowed to explore the objects
for 5min. The locations of the objects were counterbalanced in each
session. The time spent by the rats exploring each object was monitored
with a video system placed in an adjacent room and manually measured
by a blinded researcher for group distribution. Exploration of an object
was defined as sniffing or touching the object with the nose and/or
forepaws. To analyze the cognitive performance of rats, a recognition
index was calculated in each session, as follows; time exploring novel
object/time exploring both objects. Recordings and mobility analyses
were performed using ANY-maze behavioral tracking software version
6.17.

2.5. S100B and GFAP measurement

Hippocampal slices were homogenized in PBS (50 mM NacCl, 80 mM
Na,HPO,, 20 mM NaH,PO4H,0, pH 7.4), containing 1 mM EGTA and
1 mM phenylmethyl-sulphonyl fluoride (PMSF). S100B was measured
by ELISA, as previously described [49]. Briefly, 50 ul of sample plus
50 ul of Tris buffer were incubated for 2h on a microtiter plate pre-
viously coated with monoclonal anti-S100B. For serum samples, poly-
clonal anti-S100 was incubated for 30 min and then peroxidase-con-
jugated anti-rabbit antibody was added for a further 30 min. For the
hippocampal slices, both antibodies were incubated together for 1h.
Color reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm. The
standard S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL for serum samples
and 0.02-10ng/ml for the hippocampal slices. ELISA for GFAP was
carried out, as previously described [50], by coating microtiter plates
with 100 uL of samples for 24 h at 4 °C. Incubation with a polyclonal
anti-GFAP from rabbit for 1 h was followed by incubation with an anti-
rabbit conjugated with peroxidase for 1h, at room temperature. A
colorimetric reaction with o-phenylenediamine was measured at
492 nm. The standard human GFAP (from Calbiochem) curve ranged
from 0.1-5ng/mL. Data from hippocampal samples were normalized
against total protein, which was measured by Lowry's method, modified
by Peterson, using bovine serum albumin as a standard [51].

2.6. Quantification of IL-1f3, TNF-a and leptin

Hippocampal slices, for IL-13 and leptin quantification, were
homogenized in diluent buffer followed by centrifugation at 1000 X g
for 5 min at 4 °C and the assay was carried out in 100 pL of supernatant.
Serum samples, for TNF-a and leptin quantification, were collected and
processed as indicated by the manufacturer. The IL-1B, TNF-a and
leptin content were measured using a rat ELISA from eBioscience (Ref.
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88-6010-22, San Diego, USA), Peprotech (Ref. 900-M54, Rocky Hill, NJ,
USA) and Sigma (Ref. 900-M54, Rocky Hill, NJ, USA), respectively.
Leptin data are expressed as arbitrary units that represent the sample
absorbance corrected for the absorbance value of the blank. Data from
hippocampal samples were normalized against total protein.

2.7. Western blot analysis

Equal amounts (30 pg) of proteins from each sample were boiled in
sample buffer (0.0625 M Tris-HCl, pH 6.8, 2 % (w/v) SDS, 5 % (w/v) [3-
mercaptoethanol, 10 % (v/v) glycerol, 0.002 % (w/v) bromophenol
blue, 1 mM sodium orthovanadate) and electrophoresed in 12 % (w/v)
SDS-polyacrylamide gel. The separated proteins were blotted onto a
nitrocellulose membrane. Antibodies anti-ObR, anti-SOCS3, anti-
PSTATS3, anti-STAT3, anti-COX2, anti-TLR4 or anti-actin were used at a
dilution of 1:5000. After incubating with the primary antibody over-
night at 4 °C, membranes were washed and incubated with peroxidase-
conjugated antibody immunoglobulin (IgG) at a dilution of 1:10,000 for
1 h at 4 °C. Actin expression was used as a control of the total amount of
protein. The chemiluminescent reactions were developed using luminol
as the substrate (ECL Western Blotting Analysis System, GE Healthcare)
and evaluated in the luminescence image analyzer (Image Quant
LAS4000 from GE). The immunocontent of all proteins was determined
for optical density using ImageJ software.

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS software version 20.0.
We used the Student’s t-test for the evaluation of all the results. For the
behavioral experiments where we used the one-sample t-test to de-
termine whether the recognition index was different from a chance
performance (0.5). For the analysis of body weight variation we used
repeated measures ANOVA followed by Sidak. We considered p < 0.05
as statistically significant.

3. Results
3.1. LPS induces neuroinflammation in hippocampus

The intracellular content of the proinflammatory cytokine IL-18,
COX-2 and TLR4 in the hippocampus of rats was assessed 48 h after a
single ICV injection of LPS or vehicle in order to determine the presence
of an inflammatory response in this tissue. Intracellular levels of these
inflammatory markers were significantly higher in the LPS group when
compared to sham rats (Fig. 2) (p < 0.001 for IL-13; p = 0.034 for
COX-2; and p = 0.037 for TLR4), demonstrating the presence of neu-
roinflammation in this tissue.

3.2. Acute LPS ICV causes memory impairment

The object recognition task was used in order to verify memory
impairment. We observed, in the discrimination phase, that acute LPS
ICV injection cause memory impairment. The recognition index did not
increase in the LPS group when compared to chance performance
(p = 0.438), whereas, in the sham group, there was an increase in the
recognition index (p = 0.005). It is important to notice, that in the
sample phase, neither group differed significantly when comparing
chance performance, indicating similar exploration of both familiar
objects (Fig. 3) (p = 0.225 for LPS group; p = 0.160 for sham group).
There was no significant difference between the groups in the total time
of exploration of both objects during the sample and the discrimination
phases (p = 0.575 and p = 0.670, respectively). Besides, there was no
difference between total distance travelled, average speed, total time
mobile and total time immobile during the habituation phase (Table 1)
(p = 0.969, p = 0.969, p = 0.932, p = 0.932, respectively), demon-
strating a similar exploratory capacity among the groups.
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Fig. 2. LPS induces neuroinflammation in the hippocampus. ICV LPS or
saline solution injection was carried out on adult Wistar rats under anaesthesia.
After 48h, the hippocampus was dissected and the IL-1f (A), COX-2 (B) or
TLR4 (C) content measured by immunoblot. Representative images are shown
in D. Data are expressed as means = S.E.M (N = 5-8 animals per group). *
Significantly different from sham group (Student t-test, p < 0.05).

3.3. Acute LPS ICV causes an increase in GFAP, but not in S100B content in
the hippocampus

The intracellular content of GFAP and S100B was analyzed in order
to assess a possible astrocytic response in the hippocampus of rats
subjected to acute LPS ICV. We observed a significant increase of GFAP
in the hippocampus during the neuroinflammatory response (Fig. 4A)
(p = 0.007), without any alteration in S100B immunocontent (Fig. 4B)
(p = 0.100).
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Fig. 3. Neuroinflammation causes memory impairment. The recognition
index was evaluated 48 h after the ICV LPS or saline solution injection. The line
on the graph indicates recognition index 0.5. Data are expressed as
means + S.E.M (N = 5-8 animals per group) and were analyzed by one-
sample t-test. * indicates p < 0.005 versus chance level (indicated by the line).

Table 1
Mobility data in the behavioral habituation phase.
Total distance Average speed  Total time Total time
travelled (m) (mm/s) mobile (s) immobile (s)
Sham 9.56 * 1.68 32.0 = 5.5 121.0 = 19.1 1719 = 19.1
LPS 9.44 + 2.49 31.6 = 8.3 111,3 = 23.0 181.62 = 23.0

All data are expressed as means =+ standard error (N = 5-8 animals per group)
and were considered statistically different when p < 0.05 (Student’s t-test).
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Fig. 4. Neuroinflammation causes an increase in GFAP, but does not
change S100B content in the hippocampus. ICV LPS or saline solution in-
jection was carried out on adult Wistar rats under anaesthesia. After 48 h, the
hippocampus was dissected and the GFAP (A) and S100B (B) content measured
by ELISA. Data are expressed as means + S.E.M (N = 5-8 animals per group).
* Significantly different from sham group (Student t-test, p < 0.05).
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Fig. 5. Neuroinflammation increases leptin signaling in the hippocampus. ICV LPS or saline solution injection was carried out on adult Wistar rats under
anaesthesia. After 48 h, the hippocampus was dissected and the leptin (A), ObR (B), SOCS3 (C) and STAT3 (D) content measured by western blot. Representative
images are shown in D. Data are expressed as means + S.E.M (N = 5-8 animals per group). * Significantly different from sham group (Student t-test, p < 0.05).

3.4. Neuroinflammation increases leptin signaling in the hippocampus

We evaluated the effect of neuroinflammation induced by acute LPS
ICV injection on leptin expression in the hippocampus. Although neu-
roinflammation was not able to induce any significant change on in-
tracellular levels of leptin in the hippocampus compared to sham rats
(Fig. 5A) (p =0.766), we observed a significantly higher im-
munocontent of ObR in the hippocampus of LPS-treated rats (Fig. 5B)
(p < 0.001). No alteration in SOCS3 immunocontent or in p-STAT3 /
STATS3 ratio were observed (Fig. 5C, D) (p = 0.775 and p = 0.107,
respectively).

3.5. Neuroinflammation causes changes in serum TNF-a, leptin and S100B

In order to investigate if neuroinflammation induced by LPS could
lead to a systemic inflammatory response we measured serum TNF-a
levels. LPS-treated rats showed a slight increase in serum TNF-a
(Fig. 6A) (p = 0.020). On the other hand, leptin and S100B in the serum
were significantly decreased (Fig. 6B, C) (p = 0.023 and p = 0.001,
respectively).

3.6. Neuroinflammation causes weight loss and reduces food intake

There was no significant difference in animal weights between the
groups before or after ICV injection (p = 0.188 and p = 0.135, re-
spectively). However, the LPS group showed a significant reduction in
weight, forty-eight hours after surgery (p < 0.001), while the sham
group maintained its weight (p = 0.104). Accordingly, the food

consumption in the LPS group was lower (p = 0.020). There was no
difference in water consumption over the 48 h (Table 2) (p = 0.698).

4. Discussion

Cognitive deficits observed in tasks dependent on hippocampal in-
tegrity have been induced by neuroinflammation as a result of both
peripheral and central LPS administration [18,52]. However, research
has concentrated more on memory impairment caused by inflammation
in response to chronic LPS exposure [5,10,53,54]. In the present study,
we induced an acute neuroinflammation through a single ICV injection
of LPS. Inflammation was demonstrated by an increase in IL-13, COX-2
and TLR4 expression found in the hippocampus, an important brain
region for learning and memory [55,56]. We found object recognition
task impairment in animals subjected to acute ICV-LPS inflammation.

Several studies have shown that induction of neuroinflammation
following intraperitoneal injections of LPS leads to cognitive impair-
ment in rodents. This was found in recognition memory, contextual fear
conditioning and spatial memory [52,54,57-59]. Even though there are
variations in doses and times used between studies, it is clear that
peripheral inflammation can lead to a brain inflammatory response
with consequent memory impairment. In addition, other neuroin-
flammation studies using LPS ICV injections have also shown cognitive
impairment in rodents. Although most of these studies use multiple LPS
injections to induce chronic neuroinflammation, a few studies have also
shown cognitive impairment in models of acute neuroinflammation,
such as the present study. Iloun et al. [60] and Wu et al. [18] using a
single ICV LPS injection of similar doses, demonstrated cognitive
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Fig. 6. Neuroinflammation causes changes in serum TNF-a, leptin and
S100B. ICV LPS or saline solution injection was carried out on adult Wistar rats
under anaesthesia. After 48 h, blood was collected by intracardiac puncture,
and TNF-a (A), leptin (B) and S100B (C) were measured by ELISA from the
serum obtained. Data are expressed as means *+ S.E.M (N = 5-8 animals per
group). * Significantly different from Sham group (Student t-test, p < 0.05).

Table 2
Body weight, food intake and water consumption in response to neuroin-
flammation.

Body weight Body weight 48 h Food intake (g) Water

before LPS (g) after LPS (g) consumption

(mL)
Sham 273.8 + 8.7 269.6 £ 7.2 22.0 £ 1.4 32.0 £ 1.6
LPS 289.3 * 6.5 254.7 * 5.5# 10.7 * 0.6* 329 + 0.4

All data are expressed as means = standard error (N = 5-8 animals per group)
and were considered statistically different when p < 0.05. # indicates sig-
nificantly different from body weight before LPS injection (repeated measures
ANOVA) * indicates significantly different from sham group (Student’s t-test).
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impairment in spatial and recognition memory. However, despite being
considered a model of acute neuroinflammation, the analyses were
performed six days after the ICV injection. Our study may show that
cognitive impairment has already begun prior to this, being seen 48 h
after the ICV LPS injection. These effects of LPS have been related to the
binding of LPS to TLR4 which activates the nuclear factor-xB pathway
in microglia and astrocytes [59,61]. This inflammatory activation of
glial cells leads to the release of neurotoxic substances such as nitric
oxide, glutamate, cytotoxic cytokines, and superoxide radicals that
leading to memory impairment [52,62,63].

In a harmful CNS situation, the first cell type to respond is the mi-
croglia. These cells are recruited and act by phagocyting cell pathogens
or debris and releasing pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-
1 and IL-6, as well as chemokines [64]. These inflammatory molecules
activate other cell types involved in neuroinflammation, such as as-
trocytes. Moreover, astrocytes also exhibit TLR and are able to respond
directly to LPS [17]. Therefore, the production of cytokines, in part,
may be due to astroglial reactivity.

Several studies have shown that changes in astrocytic reactivity can
lead to memory impairment and this has been associated with their
ability to regulate synaptic formation, transmission and plasticity [65].
Astrocytes have been shown to play an important role in the immune
surveillance of the CNS. These cells are able to modulate the expression
and secretion of various proteins in response to injury in a process
called glial reactivity [66]. The increase in GFAP expression, a cytos-
keleton protein characteristic of astrocytes, is considered an indicator of
this reactivity [67]. Moreover, an increase in cytokines and S100B se-
cretion may occur in an inflammatory astroglial response [17]. In our
study, neuroinflammation caused an increase in hippocampal GFAP
expression, confirming the astroglial reactivity of this tissue. However,
the increase in GFAP alone is not sufficient to identify an effect on
astrocyte functionality (eg, a decrease in glutamate uptake), whose
impairment may affect synaptic plasticity and contribute to cognitive
impairment. Although S100B content was not significantly altered in
the hippocampus of these animals, it should be noted that intracellular
content and secretion of SI00B are not necessarily related, as was ob-
served in in vitro studies [17,68,69]. Furthermore, we previously ob-
served that ICV LPS is able to increase cerebrospinal fluid S100B, which
would also indicate astroglial reactivity [17].

Besides its role in the control of food intake, leptin has been shown
to be an important factor in memory formation, since animals with a
deficiency in leptin receptor or in the production of this hormone, de-
velop cognitive impairment [41]. In support of this, intrahippocampal
administration of leptin improved memory in animal models of neu-
rodegenerative diseases [43,70,71]. Leptin plays an important role in
the regulation of the immune system and may play a protective role in
exacerbated inflammation. On the other hand, a pro-inflammatory ef-
fect of leptin has been associated with the progression of multiple
sclerosis. In fact, an increase in the signaling of this adipokine in animal
models with this disease has been identified [44]. In our study, we
observed an increase in the immunocontent of leptin receptor in the
hippocampus in response to acute neuroinflammation. A similar re-
sponse was found in the immune cells of animal models with multiple
sclerosis [72]. This suggests a possible increase in the signaling of this
adipokine in this tissue. However, this change is not related to the JAK /
STAT signaling pathway, evidenced by the fact that we did not find
alteration in STAT3 phosphorylation (Tyr705) nor in the content of
SOCS3 in the hippocampus. Possibly, the increase in the im-
munocontent of the leptin receptor may be leading to changes in other
leptin-activated signaling pathways. It is important to mention that
although we investigated only leptin signaling, there are many other
hippocampal alterations which may be occurring, such as BDNF sig-
naling [73] or glucocorticoid signaling [74]. These may contribute to
explain the cognitive deficit found in LPS-treated group.

It is known that leptin plays an important role in neuroinflammation
induced by a peripheral inflammation, serving as an adipokine from the
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periphery to the brain [75,76]. Peripheral inflammation induced by
LPS, using different signals including leptin, affect hippocampal plas-
ticity in rodents [77-79]. On the other hand, reduced levels of leptin
were found in survivor mice subjected to sepsis, cecal ligation and
puncture [80]. Herein, we investigated serum leptin levels in response
to a central inflammation induced by a single ICV administration of
LPS. In contrast to peripheral inflammation, we found a reduction in
serum leptin. Although we found an increase in serum TNF-a, sug-
gesting a possible peripheral inflammation, we observed a decrease in
the quantity of leptin released by adipose tissue. This indicates that the
hormone/adipokine has its profile of secretion altered by inflammation
depending on how it was initiated.

In addition, a decrease in serum S100B was found. S100B is an as-
trocyte marker in the CNS, but is also expressed in adipocytes [81]. The
concentration of S100B in the serum can be attributed to the secretion
of this protein by the adipocytes and also, in part, to astrocyte secretion
[81]. This protein has been proposed as a peripheral marker of central
damage, since in this situation BBB permeability may increase, leading
to an increase in the passage of this protein to the bloodstream [82].
Conversely, S100B serum levels do not always directly reflect the
concentration of this protein in the CNS [69]. In light of this, the de-
crease in serum S100B observed in this study should be carefully in-
terpreted. It could be better attributed to alteration in peripheral re-
lease than to release in the CNS, since acute LPS induced an increase of
cerebral spinal fluid S100B [17].

Moreover, a correlation between circulating levels of S100B and
leptin with altered BMI in humans [83] has been shown. Obese in-
dividuals have higher levels of S100B and leptin, whereas in patients
with anorexia nervosa, the lower levels of S100B and leptin observed
return to normal with weight gain [84]. Therefore, we could consider
that the decrease in the levels of these two compounds in the serum of
animals exposed to LPS ICV injection may be reflect the fast weight loss,
which was statistically significant in LPS-treated animals. However, it
has been reported that single intraperitoneal administration of LPS, but
not the repeated, decreased body weight [85]. It is also important to
note that the present study was performed only on males, so research
with females should be done in the future.

5. Conclusions

Our results demonstrate that acute central neuroinflammation in-
duced by a single ICV administration of LPS, characterized IL-1f3, COX-2
and TLR4 in the hippocampus as well as of glial fibrillary acidic protein
(GFAP), leads to cognitive impairment and may be associated with al-
tered leptin signaling in the hippocampus. These data reinforce and
broaden knowledge relative to the consequences of neuroinflammation
in chronic inflammatory disorders. Acute central neuroinflammation
also caused reduced serum leptin, suggesting that an additional per-
ipheral alteration. This may help in the understanding of the role
played by this hormone/adipokine during these neuroinflammatory
events, as well as its role in neurodegenerative diseases.
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4. Discussao

4.1. Prejuizos cognitivos e leptina

O DM2 ¢ um distrbio metabolico caracterizado por aumento de glicemia no sangue
e por uma diminuicdo da sensibilidade dos tecidos a insulina, além de alteracdes na
secrecdo deste hormonio pelo pancreas (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION,
2022). Em nosso estudo utilizamos um modelo proposto por Masiello e colaboradores
(MASIELLO; BROCA; GROSS; ROYE et al., 1998), em que uma disfun¢ao pancreatica
¢ induzida com a utiliza¢ao de STZ ¢ NA, mimetizando alteragdes metabdlicas similares
ao DM2. Neste estudo, diferentemente de outros modelos animais de DM2, os animais
nao desenvolvem obesidade, apresentando manuten¢ao ou em alguns casos perda de peso
ao longo do estudo (KAMDI; BADWAIK; RAVAL; AJAZUDDIN et al., 2021;
SZKUDELSKI, 2012). Em nossas condi¢des experimentais, apds a determinagdo da
melhor dose de NA a ser utilizada conforme nossos objetivos, os animais desenvolveram
alteracdes metabolicas similares ao DM2. Ao longo de todo o periodo estudado os
animais do grupo DM?2 apresentaram uma glicemia de jejum elevada em relagao ao grupo
sham. Importante ressaltar que essa hiperglicemia nao foi similar a glicemia encontrada
em estudos com utilizacao de STZ para o desenvolvimento de DM 1, onde o aumento de
glicemia pode chegar a ser cinco vezes maior do que os animais controle (ZANOTTO;
SIMAO; GASPARIN; BIASIBETTI et al., 2017). No nosso estudo, a glicemia média de
jejum dos animais do grupo DM2 foi menos de trés vezes maior em relagcdo ao grupo
sham. Este dado mostra que em nosso estudo encontramos uma alteragdo glicémica
similar ao DM2, apesar da metodologia utilizada ser o dano pancreéatico.

Além da glicemia em jejum, outros parametros sao utilizados na pratica clinica como

diagnostico para o DM2, como teste de tolerancia a glicose e concentracdo de
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hemoglobina glicada no sangue (AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2022). Em
nosso estudo, encontramos intolerancia a glicose nos animais do grupo DM2 ja no estagio
inicial da doenga, esse resultado ¢ avaliado através da capacidade de redugao da glicemia
ao longo do tempo ap6s administracao de uma solucao concentrada de glicose, em nosso
caso, via IP. Nos animais do grupo sham, ap6s a injecao de glicose ocorre um aumento
da glicemia, com posterior redu¢ao ao longo do periodo de 30 e 60 minutos, o que mostra
uma capacidade de metabolizagdo da glicose sanguinea por esses animais. Enquanto nos
animais do grupo DM2, apds a inje¢do de glicose, ocorre um aumento de glicemia, que
persiste por mais de 60 minutos, mostrando uma intolerancia a glicose, indicando a
presenca de resisténcia tecidual a insulina, fator chave no desenvolvimento do DM?2
(AMERICAN-DIABETES-ASSOCIATION, 2022).

A hemoglobina glicada ¢ formada nos eritrdcitos a partir de uma reagao irreversivel
e ndo enzimatica entre a hemoglobina e a glicose (BLOOMGARDEN, 2009). A vida
média da hemoglobina ¢ de cerca de 120 dias, entdo, os niveis séricos de hemoglobina
glicada indicam o controle glicémico ao longo de um periodo de tempo maior
(BLOOMGARDEN, 2009). De fato, individuos com DM apresentam uma maior
concentracao sérica de hemoglobina glicada do que individuos saudaveis (NADELSON;
SATAPATHY; NAIR, 2016). Em nosso estudo, os animais com DM2 ja apresentavam
aumento na hemoglobina glicada sérica apds 4 semanas da indugao do modelo, indicando
niveis glicémicos maiores nesse periodo de tempo em relagdo ao grupo sham. A
concentracao de peptideo C foi utilizada como um parametro de concentragao de insulina,
uma vez que o peptideo C € o produto da clivagem de pro-insulina em insulina, seus
niveis refletem a producao de insulina pelo pancreas (PINGER; ENTWISTLE; BELL;
LIU et al.,2017). Em modelos animais de DM, os niveis de peptideo C sdo indetectaveis,

uma vez que o mecanismo utilizado ¢ de dano das células B-pancreaticas, impedindo a
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producao de insulina (RAGY; AHMED, 2019; ZANOTTO; HANSEN; GALLAND;
BATASSINI et al., 2019). Em nosso estudo, por utilizarmos STZ, uma molécula
conhecidamente toxica ao pancreas, utilizamos o peptideo C para um controle de dano
pancreatico, uma vez que nosso objetivo ¢ um dano brando, mimetizando o DM2, e nao
total como o visto em modelos de DM1. De fato, os animais do grupo DM2 apresentaram
niveis séricos detectaveis de peptideo C e reduzidos em relagao ao grupo sham, mostrando
alteracdo na producao de insulina similar ao que ocorre em individuos com DM2 e
diferente em relacdao ao que ocorre no DMI.

Atualmente existem diversos modelos experimentais de indugao de DM2, porém, a
maioria utiliza indu¢do de DM?2 associada a obesidade, com o uso de dietas com alta
concentracdo calorica, de gordura e/ou de agucares (GARCIA-SERRANO; DUARTE,
2020; MANAER; YU; ZHANG; XIAO et al., 2015). Nosso objetivo foi avaliar alteragdes
metabolicas do DM2 independente da obesidade, uma vez que, essa por si s causa
alteragdes na concentracdo e sinalizacao de leptina, assim como, prejuizos cognitivos
(FORNY-GERMANO:; DE FELICE; VIEIRA, 2018), pontos chave de nosso estudo. De
fato, os animais do grupo DM2 ndo apresentaram ganho de peso excessivo,
diferenciando-se assim dos demais modelos de indu¢do de DM2 amplamente utilizados
na literatura (GARCIA-SERRANO; DUARTE, 2020). Todos os animais do estudo
ganharam peso ao longo do tempo, porém, os animais do grupo DM2 tiveram um ganho
de peso mais brando quando comparado ao grupo sham, resultando em uma média de
peso corporal menor ao final do estudo. Outro fator importante em nosso modelo ¢ a
diferenca em rela¢dao aos modelos de DM1 utilizando STZ, onde ocorre uma redu¢ao do
peso corporal ao longo do tempo, resultante da deficiéncia de insulina (ZANOTTO;
HANSEN; GALLAND; BATASSINI et al., 2019; ZANOTTO; SIMAO; GASPARIN;

BIASIBETTI et al., 2017), apesar da média final de peso corporal do grupo DM2 ter sido
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menor do que o grupo sham, os animais continuaram ganhando peso ao longo do tempo,
o que indica uma alteracdo branda na resposta tecidual a insulina, diferente do que ocorre
no DM1.

O DM2 pode levar a diversas complicagdes centrais e periféricas, dentre elas,
podemos citar o aumento do risco de desenvolver prejuizos cognitivos, como ja foi
demonstrado em individuos diabéticos e em modelos animais desta patologia (KAMDI;
BADWAIK; RAVAL; AJAZUDDIN et al., 2021; SAEDI; GHEINI; FAIZ; ARAMI,
2016; YOU; LIU; CHEN; XU et al., 2021). Entretanto os mecanismos moleculares que
antecedem a disfuncao cognitiva ainda ndo estdo claros, uma vez que tanto em individuos
quanto em modelos animais de DM2 a obesidade estd associada, e esta por si s6 pode
desencadear esses efeitos (DIONYSOPOULOU; CHARMANDARI; BARGIOTA;
VLAHOS et al., 2021). Entao, em nosso modelo de indugao de DM2 utilizando STZ e
NA, investigamos as alteracdes de memoria e hipocampais em animais diabéticos sem a
presenca de obesidade.

Nos avaliamos a capacidade cognitiva dos animais diabéticos através do teste de
localizagao de objetos, que avalia a memoria espacial dos animais, tarefa considerada
dependente do hipocampo (LISSNER; WARTCHOW; TONIAZZO; GONCALVES et
al.,2021). O teste foi realizado apds 4 e 16 semanas da indu¢dao do modelo de DM2 e os
resultados encontrados mostram que os animais diabéticos apresentam um prejuizo
cognitivo no que se refere a memoria espacial, tanto em relagdo a memoria de curta
duragdo quanto a memoria de longa duracdo. Esse dado corrobora outros estudos que
avaliaram a memoria espacial em roedores com DM?2 induzida através de diferentes
modelos experimentais e encontraram prejuizos cognitivos (PANCANI; ANDERSON;
BREWER; KADISH et al., 2013; PANDEY; GARABADU, 2016; SHIMA; MATSUI,

JESMIN; OKAMOTO et al., 2017). Entretanto, estes modelos utilizados diferenciam-se
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do presente trabalho, uma vez que, foram utilizados ratos com a presenga de obesidade
(PANCANI; ANDERSON; BREWER; KADISH et al., 2013) ou ratos com a glicemia
superior a utilizada neste estudo (SHIMA; MATSUI; JESMIN; OKAMOTO et al., 2017).
Apesar de um trabalho ter avaliado as alteragdes de memoria em ratos submetidos ao
modelo de DM2 com STZ e NA e encontrado prejuizos cognitivos nestes animais
(PANDEY; GARABADU, 2016), a glicemia dos ratos diabéticos utilizados era superior
a encontrada em nossos animais, ou seja, um dano pancreatico maior, aproximando-se
mais de um modelo de DM1 em alguns aspectos.

Diversas alteracdes metabodlicas tém sido propostas como fatores chave no déficit
cognitivo encontrado tanto em pacientes quanto em modelos animais de DM2, porém,
ainda ndo ha evidencias suficientes sobre quais sdao as moléculas ou alteragdes
responsaveis por esses danos. Nos ultimos anos tem se investigado o papel da leptina nos
processos de memoria e aprendizagem (HAMILTON; HARVEY, 2021; VAN DOORN;
MACHT; GRILLO; REAGAN, 2017). Por este motivo investigamos alteracdes centrais
e periféricas dessa adipocina em resposta ao DM2 a curto e longo prazo. A leptina ¢ um
hormonio secretado pelo tecido adiposo, que serve como um indicador da quantidade de
massa adiposa estocada, tendo um papel importante na regulacdo da homeostase
energética (FREDERICH; HAMANN; ANDERSON; LOLLMANN et al., 1995).

Apesar do papel mais conhecido e estudado da leptina, no SNC, ser no controle da
homeostase energética, fazendo essa regulagdo através de sua sinalizagdao no hipotalamo
(PARK; AHIMA, 2015), j4 foi demonstrada a presenga do seu receptor em outras areas
cerebrais, como no hipocampo (HARVEY, 2003), demonstrando que hé outras fungdes
centrais importantes para essa adipocina. De fato, a leptina tem um papel na regulacdo da
memoria e aprendizagem, animais deficientes de leptina ou de seu receptor apresentam

déficit cognitivo (CHEN; LIANG; ZHAN; ZHOU et al., 2014; LI; AOU; OOMURA;
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HORI et al., 2002). Além disso, em individuos € em animais com Alzheimer a leptina
demonstrou ser protetora contra a deméncia nessa doenca (GRECO; BRYAN; SARKAR;
ZHU et al., 2010; HAMILTON; HARVEY, 2021). Por esse motivo, a leptina tem sido
proposta como um fator importante nas alteragdes cerebrais associadas ao DM2 e outras
doencas metabolicas. Sendo assim, nesse estudo, avaliamos proteinas envolvidas na
sinalizagdo de leptina no hipocampo, a fim de correlacionar possiveis danos a essa
sinalizagdo em resposta ao modelo de DM?2 utilizado. Avaliamos as proteinas ObR,
STAT3 e SOCS3, envolvidas na sinalizagao de leptina para investigar o efeito do DM2
sobre essa sinalizagdo no hipocampo, porém, ndo houve alteragcdo na sinalizacao de ObR
no hipocampo mesmo com a reducao dos niveis circulantes desse hormonio apds 16
semanas em comparagdo com os animais do grupo sham. Vale ressaltar que, apesar de
nao encontrarmos alteracdo hipocampal nessas proteinas, os niveis circulantes de leptina
ja foram associados a disfungdo cognitiva em humanos (WITTE; KOBE; GRAUNKE;
SCHUCHARDT et al., 2016), entdo, possivelmente o déficit cognitivo apresentado em
nosso estudo pode estar relacionado a acdo da leptina no SNC, porém, nao sendo
diretamente ligado as vias de sinalizacdo avaliadas no presente estudo. Além disso, o
desenvolvimento e a progressao do DM2 estdo associados a inflamagdo central e
periférica (TSALAMANDRIS; ANTONOPOULOS; OIKONOMOU;
PAPAMIKROULIS et al, 2019), por isso, investigamos alteracdes cognitivas e
hipocampais em resposta a neuroinflamagao de uma forma aguda. Para isso, utilizamos
injecdo ICV de LPS e as avaliagdes foram feitas apos 48 h da inducao da
neuroinflamacao.

Em nosso modelo utilizando LPS, apdés 48 h, os animais desenvolveram
neuroinflamacao, caracterizada pelo aumento de IL-1p, COX-2 e TLR4 no hipocampo.

Além disso, os niveis séricos de TNF-a também tiveram um aumento significativo
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quando comparados aos animais do grupo sham, demonstrando que apesar de ser uma
inflamacao induzida diretamente no SNC, através da inje¢ao ICV, houve uma resposta
inflamatoéria periférica nestes animais. Em um estudo prévio do nosso grupo, apos inje¢ao
ICV de LPS, com uma concentragao menor do que a utilizada em nosso estudo, nao houve
uma resposta inflamatodria periférica apos 24 h da indugdo (GUERRA; TORTORELLI;
GALLAND; DA RE et al., 2011). Sabe-se que uma inflamagao periférica pode induzir
uma resposta inflamatoria central (DE GIT; ADAN, 2015) porém os efeitos de uma
inflamacao inicialmente central para uma inflamagao periférica ainda nao estao claros.
Nossos dados indicam que uma inflamacao central pode levar a uma resposta inflamatoria
periférica, ao menos no que diz respeito a concentracao de TNF-a. Entretanto, esse efeito
parece ser dependente da magnitude da inflamag¢do, bem como do tempo de exposicao ao
agente inflamatorio uma vez que esse efeito nao foi observado em modelos mais brandos
de neuroinflamacao aguda.

A sinalizagdo pro-inflamatoria tem sido associada ao déficit cognitivo presente nas
doencgas neurodegenerativas (VAINCHTEIN; MOLOFSKY, 2020). Apos a inducdo de
neuroinflamac¢ao aguda os animais apresentaram déficit na memoria de curta duragao de
reconhecimento de objetos 48 h apos a inducao do modelo. Diversos estudos utilizando
neuroinflamacao induzida por LPS resultaram em déficit cognitivo, porém, grande parte
destes estudos utilizaram modelos de indugdo de inflamacao periférica ou inflamagao
central de maneira cronica (AHMAD; ALI; REHMAN; KIM, 2019; GENTILE; MORI;
BERNARDINI; CENTONZE, 2015; GLASS; SAIJO; WINNER; MARCHETTO et al.,
2010; GOEL; BHAT; HANIF; NATH et al., 2016). Mesmo em estudos utilizando uma
injecdo ICV tnica de LPS a avaliagdo da memoria foi feita seis dias apds a inducao do
modelo (ILOUN; ABBASNEJAD; JANAHMADI; AHMADIANI et al., 2018; WU; LV;

DU; HU et al., 2019). Sendo assim, nosso estudo demonstrou que as alteragdes cognitivas
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em resposta ao modelo agudo utilizando injecdo ICV de LPS ja estdo presentes 48 h apos
a inducao do modelo.

Como dito anteriormente, a leptina tem demonstrado um papel importante nos
processos de memoria e aprendizagem, por isso, investigamos possiveis alteracdes
centrais e periféricas desta adipocina em resposta a neuroinflamagao aguda. A sinalizagao
de leptina no hipocampo em resposta a neuroinflamacdo foi avaliada através da
concentracdo das proteinas ObR, STAT3 e SOCS3. Apds 48 hs da indugao do modelo,
observamos um aumento na concentragdo de ObR no hipocampo dos animais. Essa
modulagdo poderia ser uma resposta de compensacdo pela redugdo dos niveis
circulatorios desse hormonio. Porém, no modelo de DM2 induzido por STZ e NA, nao
houve alteragdo na sinalizacado de ObR no hipocampo mesmo com a reducao dos niveis
circulantes desse hormdnio apos 16 semanas. Sendo assim, ndo podemos descartar a
hipétese de uma relagdo direta da sinalizagdao pro-inflamatdria no possivel aumento da
sinalizagdo de leptina no hipocampo, similar ao que ocorre em modelos animais de
esclerose multipla, uma doenga neuroinflamatéria (DE CANDIA; MATARESE, 2017;
MATARESE; CARRIERI; MONTELLA; DE ROSA et al., 2010). Nestes estudos o
aumento da concentracdo de ObR nos tecidos cerebrais foi associado a progressao e
gravidade da doenca (MATARESE; CARRIERI; MONTELLA; DE ROSA et al., 2010).
Em nosso estudo, além do aumento da concentragdo do ObR no hipocampo os animais
com a neuroinflamacdo induzida por LPS tiveram um déficit na memoria de
reconhecimento de objetos, podendo esse efeito na sinalizacao da leptina no hipocampo
ser uma resposta ou uma causa da redu¢do da capacidade cognitiva, uma vez que essa
adipocina ja demonstrou um papel importante nos processos de memoria e aprendizagem
(VAN DOORN; MACHT; GRILLO; REAGAN, 2017). Em contrapartida, no modelo de

inducdo de DM2, ndo houve diferenc¢a na sinalizacao de leptina no hipocampo mas houve

75



alteracdo na capacidade cognitiva nesses animais, possivelmente, sem associacao com a

sinalizagdo dessa adipocina.

4.2. Atividade hipocampal

Os astrocitos sao células gliais do SNC conhecidos, principalmente, por sua funcao
na manutengdo do meio extracelular vidvel para a sobrevivéncia neuronal, entretanto,
sabe-se atualmente que os astrocitos desempenham outros papéis fundamentais ao
cérebro (COHEN-SALMON; SLAOUI; MAZARE; GILBERT et al., 2021; PREMAN;
ALFONSO-TRIGUERO; ALBERDI; VERKHRATSKY et al., 2021). Os astrdcitos sdo
capazes de modular a expressao e secre¢dao de varias proteinas em resposta a patogenos
em um processo de ativagdo glial conhecido como astrogliose (HAMBY'; SOFRONIEW,
2010; LI; LT; ZHENG; QIN, 2019). O aumento da expressao de GFAP, uma proteina de
citoesqueleto caracteristica dos astrocitos, ¢ considerado um indicador desse processo
(LT; LI; ZHENG; QIN, 2019). Além disso, um aumento na secregao de citocinas e S100B
pode ocorrer em uma resposta inflamatoria astroglial (KWON; KOH, 2020). Alteracdes
na atividade astrocitica tém sido relacionadas ao comprometimento cognitivo € ao
desenvolvimento da doenga de Alzheimer (PREMAN; ALFONSO-TRIGUERO;
ALBERDI; VERKHRATSKY ef al., 2021; YU; LI; LIU; DU et al., 2020). Por este
motivo, em nosso estudo, avaliamos a resposta astrocitica através da concentracao de
GFAP e de S100B. Apo6s 4 semanas da indu¢do de DM2, ocorreu um aumento na
concentracdo de GFAP no hipocampo destes animais, indicando um processo de
astrogliose nesse tecido no estagio inicial da doenga. Interessantemente, apos 16 semanas,
representando um estagio mais avangado de doenga, os animais do grupo DM2 nao
apresentavam diferenga significativa na concentragdo de GFAP no hipocampo em relagao

aos animais do grupo sham, indicando a presenca de astrogliose apenas em estagios
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iniciais da doenca, com uma possivel estabilizagdo da atividade astrocitica com o avango
do DM2. Diferentemente do que foi observado em nosso estudo, outros modelos animais
de DM2 ja mostraram um aumento de GFAP no hipocampo mesmo apds um tempo
prolongado da doenca (DUARTE; SKOUG; SILVA; CARVALHO et al., 2018;
HASCUP; BRODERICK; RUSSELL; FANG et al., 2019). Em contrapartida em um
estudo do nosso grupo, com indugdo de DM1 utilizando STZ, a concentragao de GFAP
ndo se mostrou alterada no hipocampo dos ratos diabéticos 60 dias apds a inducao do
modelo (NARDIN; ZANOTTO; HANSEN; BATASSINI et al., 2016). Vale ressaltar que
em modelos animais de DM1 a glicemia média de jejum dos animais atinge niveis cerca
de cinco vezes maior do que animais controle, €, mesmo com uma alteracdo glicémica
desta magnitude os niveis de GFAP nos estdgios mais avangados da doenca ndo estdo
alterados no hipocampo. Sendo assim, a resposta astrocitica hipocampal, no que se refere
aos niveis intracelulares de GFAP, parece estar associada aos estagios iniciais de doengas
hiperglicémicas, porém, ainda ha controvérsias na literatura, sendo necessario mais
estudos para uma melhor compreensao.

A proteina S100B ¢ outra proteina envolvida na atividade astrocitica, esta ¢,
principalmente, expressa e secretada pelos astrocitos no SNC e tem sido proposta com
um marcador periférico de dano central (MICHETTI; D'AMBROSI; TOESCA; PUGLISI
et al.,2019). Ap6s a indugao de DM2, os niveis de S100B no liquor (LCR) se mostraram
reduzidos nos animais do grupo DM2 quando comparados ao grupo sham, esse resultado
foi observado apenas no estagio inicial da doenga (apds 4 semanas) € ndo nos animais no
estagio avancado (16 semanas), assim como a concentracao intracelular de GFAP. Em
cultura de astrocitos, apds incubagdo com alta concentracdo de glicose, a S100B
extracelular mostrou-se reduzida em relagao ao controle (NARDIN; TRAMONTINA;

LEITE; TRAMONTINA et al., 2007), demonstrando que um aumento de glicose
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extracelular pode levar a uma reducao na secrecao de S100B por parte dos astrocitos
como visto em nosso estudo. Esses dados reforgam a hipotese de que a resposta astrocitica
esta ligada as alteragdes hipocampais iniciais da doenga.

Investigamos, também, captacdo de glutamato e atividade de glutamina sintetase
(GS) no hipocampo dos animais ap6s a indu¢do de DM2 a fim de avaliar possiveis
alteracdes hipocamais em resposta ao diabetes, porém, ndo encontramos alteragao
significativa em nenhum destes parametros em comparacdo com os animais do grupo
sham. Uma vez que o glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC,
alteragdes no sistema glutamatérgico podem estar relacionadas a prejuizos na
neurotransmissao ¢ consequentemente na memoria (BUKKE; ARCHANA; VILLANI;
ROMANO et al., 2020). Essas alteragdes ja foram vistas em modelos animais de DM1
(COLEMAN; DENNIS; BRADEN; JUDD et al, 2010; NARDIN; ZANOTTO;
HANSEN; BATASSINI et al., 2016), e em modelos de DM2 associada a obesidade
(ANDERSEN; NISSEN; CHRISTENSEN; MARKUSSEN et al., 2017; DUARTE;
SANTOS; SEICA; RESENDE DE OLIVEIRA, 2000) porém, em nosso estudo, o DM2
ndo afetou o sistema glutamatérgico no hipocampo. Entdo, alteracdes neste processo,
podem estar relacionadas as mudancas metabolicas presentes no DM1 e na obesidade,
mas nao no DM2 por si so.

A glutationa reduzida (GSH) ¢ um tripeptideo considerado como a principal defesa
antioxidante cerebral, sua concentracdo pode ser alterada em situagdes de injuria e
relacionada ao desenvolvimento e progressio de doencas neurodegenerativas
(DWIVEDI; MEGHA; MISHRA; MANDAL, 2020). Uma redugdo de GSH cerebral ja
foi demonstrada em modelos animais de DM1 e de DM2 associada a obesidade
(CHANDRASEKARAN; CHOI; ARVAS; SALIMIAN et al., 2020; MEHTA; SINGH;

BANERIJEE, 2019; RABABA'H; MARDINI; ALZOUBI; ABABNEH et al., 2019).
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Porém, em nosso estudo com DM2 sem a presenca de obesidade, ndo houve diferenca
significativa na concentra¢do desse tripeptideo em comparagdo aos animais do grupo
sham, indicando, mais uma vez, que as alteragdes hipocampais no diabetes podem estar
relacionadas a outros fatores e ndao apenas a hiperglicemia cronica resultante dessa
patologia.

As alteragdes astrociticas podem levar a disfun¢do neuronal e consequente reducao
na capacidade cognitiva (ADAMSKY; GOSHEN, 2018; ZHOU; SHAO; YAO; TU et al.,
2020), sendo, a astrogliose um fator chave no desenvolvimento e progressao de doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (PREMAN; ALFONSO-TRIGUERO;
ALBERDI; VERKHRATSKY et al., 2021). Em nosso estudo utilizando um modelo
animal de DM2, avaliamos a concentragdo de proteina tau fosforilada e B-amiloide no
hipocampo a fim de investigar possiveis alteragdes similares as encontradas na doenga de
Alzheimer (HUYNH; MOHAN, 2017). Os animais nao apresentaram diferenca na
concentracdo dessas proteinas apds 4 semanas da indugcdo de DM2, porém, apos, 16
semanas, os animais diabéticos mostraram um aumento na concentracao dessas proteinas
no hipocampo em relacao ao grupo sham. Esses resultados demonstram que, durante a
progressao do DM2, as alteragdes cognitivas podem estar relacionadas a atividade
astroglial em um periodo inicial, e, com a progressao da doenga ocorre uma disfungao
neuronal, com aumento da fosforilagao da proteina tau e deposi¢ao amiloide.

A neuroinflamacdo tem sido relacionada como um fator chave na progressao e
desenvolvimento das doengas neurodegenerativas (SHARMA; SRIVASTAVA; SETH;
TRIPATHI et al., 2019). Os astrocitos, além das diversas fungdes ja citadas
anteriormente, sdo importantes para a vigilancia imunolégica no SNC (DAS NEVES;
SOUSA; SOUSA; CERQUEIRA et al., 2020). Em uma situagdo de injuria, a microglia

responde aumentando a secre¢ao de citocinas pro-inflamatdrias que, por sua vez, levam
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a uma reacao inflamatoria em outros tipos celulares, como os astrocitos (SHASTRI;
BONIFATI; KISHORE, 2013). Esses, apos a ativacao de vias pro-inflamatorias, alteram
a concentragao e secre¢ao de diversas proteinas como a GFAP e aS100B (GONCALVES;
LEITE; NARDIN, 2008; PEKNY; PEKNA, 2004). A neuroinflamagao aguda, com o uso
de LPS ICV, levou a um aumento de GFAP hipocampal em nosso estudo, esses resultados
corroboram com outros estudos utilizando este tipo de modelo (LIU; ZHANG; ZHENG;
FANG et al., 2018; ZHOU; DENG; LI; YIN et al., 2019). Esses dados, indicam que uma
neuroinflamacao leva a ativacao glial no hipocampo.

A S100B ¢ outra proteina envolvida na resposta astrocitica, além disso, essa proteina
tem um papel importante na resposta inflamatéria cerebral, onde, em uma situacdo de
injuria pode ocorrer um aumento na secre¢ao de S100B e de citocinas pro-inflamatorias
(GUERRA; TORTORELLI; GALLAND; DA RE et al., 201 1). Porém, em nosso estudo,
com indugdo de neuroinflamagdo aguda, ndo foi observada diferenca significativa na
concentracdo de S100B hipocampal, reforcando que a secrecdo e a concentragdo
intracelular de S100B nao estao relacionadas (GUERRA; TORTORELLI; GALLAND:;
DA RE et al, 2011; LEITE; BROLESE; DE ALMEIDA; PINERO et al., 2006;

VIZUETE; HANSEN; NEGRI; LEITE et al., 2018).

4.3. Alteragoes periféricas

A concentragdo sérica de leptina, além de estar diretamente relacionada com a
quantidade de tecido adiposo no organismo, pode ser alterada em resposta a situagdes
fisiologicas ou patologicas (MUNZBERG; MORRISON, 2015; SUKUMARAN; XUE;
JUSKO; DUBOIS et al., 2010). Durante o estado alimentado, por exemplo, os niveis de
leptina circulante aumentam e durante o jejum reduzem (JORGENSEN; BERNIER;

MAULE; VIJAYAN, 2016). O peso corporal também tem relacdo direta com a
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concentracao sérica de leptina, sendo sua concentragao aumentada em individuos obesos
e reduzida em pessoas anoréxicas (STEINER; SCHILTZ; WALTER; WUNDERLICH et
al.,2010). Em individuos com DM2, os niveis dessa adipocina se mostraram aumentados
em individuos diabéticos e obesos e reduzidos em individuos diabéticos e eutrdficos
(LOPEZ-JARAMILLO; GOMEZ-ARBELAEZ; LOPEZ-LOPEZ; LOPEZ-LOPEZ et al.,
2014; MOHAMMADZADEH; ZARGHAMI, 2013). Esses dados nos levam a crer que o
DM?2 por si s6 ¢ um fator que interfere na secrecdo de leptina pelo tecido adiposo, ¢ a
resposta depende do grau de adiposidade de cada organismo.

Em nosso modelo avaliamos a concentragao sérica de leptina nos animais com DM2
induzida por STZ e NA ap6s um periodo curto (4 semanas) ou longo (16 semanas) de
tempo. Ao longo do tempo pdde-se observar nos animais do grupo sham um aumento nos
niveis séricos de leptina, o que pode ser atribuido ao aumento de massa corporal que ¢
esperado ocorrer nessa fase do desenvolvimento. Porém, os animais do grupo DM2 nao
tiveram essa mesma resposta, apesar do aumento do peso corporal ao longo do tempo, os
niveis de leptina se mantiveram com os niveis similares aos animais com 4 semanas.
Sendo assim, os animais do grupo DM?2 apresentaram niveis s€ricos de leptina reduzidos
em comparagdo ao grupo sham apos 16 semanas de indu¢ao do modelo, similar ao que
ocorre em individuos diabéticos eutroficos (LOPEZ-JARAMILLO; GOMEZ-
ARBELAEZ; LOPEZ-LOPEZ; LOPEZ-LOPEZ et al., 2014).

Em estudos animais com indu¢ao de DM2 utilizando dieta ocorre consequente
inducdo de obesidade (DERKACH; BAKHTYUKOV; ROMANOVA; ZORINA et al.,
2020; KHAT-UDOMKIRI; TOEJING; SIRILUN; CHAIYASUT et al., 2020; ZENG;
YUAN; YU; ZHANG et al., 2019). Nestes modelos ocorre um aumento nos niveis de
leptina sérica nos animais diabéticos, diferentemente do que ocorreu em nosso estudo,

refor¢cando a importancia de uma investigacao dos efeitos diretos do DM2 sobre esse
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hormonio. Em estudos utilizando STZ e NA para a inducdo do DM2 os dados sdo
divergentes, uma vez que alguns estudos encontraram uma redugao dos niveis de leptina
sérica com a indu¢ao de DM2 (OJUADE; OLORUNDARE; AKANBI; AFOLABI et al.,
2021) enquanto outros estudos mostraram um aumento nos niveis desta adipocina
(AHANGARPOUR; SHABANI; FARBOOD, 2018). Porém, em alguns estudos, o
critério de exclusao dos animais a partir da glicemia valida ¢ de no minimo 200 mg/dL,
podendo o grupo DM2 abranger animais com aspectos metabolicos similares aos do
DM1. De fato, em modelos animais com indu¢ao de DM1 ocorre um aumento nos niveis
séricos de leptina (BEKTUR; SAHIN; BAYCU, 2019), similar aos resultados
encontrados em alguns estudos utilizando o modelo de STZ ¢ NA. Em nosso estudo, os
animais do grupo sham apresentavam glicemia média de jejum de 70 mg/dL, entdo, para
o grupo DM2 selecionamos os animais com uma glicemia média de jejum entre 100 e
250 mg/dL evitando que animais com alteragcdes metabolicas similares ao DM1 fossem
contabilizados. Sendo assim, a glicemia parece estar relacionada com a secrecdo de
leptina pelo tecido adiposo, porém, essa relagdo ainda ndo estd clara, uma vez que os
resultados entre os estudos sdo divergentes.

A leptina tem um papel importante na resposta imune periférica, onde, em situagdes
patologicas o tecido adiposo pode responder modulando a secrecdo de leptina para a
corrente sanguinea (TSAIL, 2017). Em modelos animais de indugdo de inflamagao
sist€émica com o uso de LPS ja foi demonstrado um aumento na secrecao de leptina por
parte do tecido adiposo (RUMMEL; INOUE; SACHOT; POOLE et al., 2008). Inclusive,
essa modulacdo ¢ proposta como parte da resposta imune ao estimulo pro-inflamatorio e
a leptina poderia ser um ponto chave da sinalizagao da inflamacao periférica para o
cérebro (AGUILAR-VALLES; INOUE; RUMMEL; LUHESHI, 2015). Porém, em nosso

estudo, com inflamagdo central aguda com o uso de LPS através de inje¢ao ICV, a
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concentracao sérica de leptina se mostrou reduzida nos animais do grupo LPS em relagao
aos animais do grupo sham. Esses dados podem demonstrar que os mecanismos de
interacdo da inflamacao do cérebro para a periferia sdo diferentes dos mecanismos da
periferia para o cérebro.

A proteina S100B apesar de ser considerada uma proteina caracteristica de astrécitos,
possui niveis circulantes considerdveis. A concentragdo de S100B sérica pode ser
resultante de sua secregdo por parte dos adipocitos ou outras células periféricas, além de
sua secrecao central pelos astrocitos, uma vez que essa proteina possui a capacidade de
atravessar a BHE (GONCALVES; LEITE; GUERRA, 2010). Um aumento nos niveis
séricos de S100B pode ocorrer em resposta a um dano central por um dano a barreira
hematoencefalica, sendo utilizada, inclusive, como marcador periférico de dano central
(GONCALVES; LEITE; NARDIN, 2008). Os niveis séricos de S100B tém sido
relacionados ao déficit cognitivo presente em pacientes com DM2 (YU; LI; LIU; DU et
al., 2020), que apresentam niveis séricos de S100B reduzidos em comparacdo com
individuos saudaveis (CELIKBILEK; AKYOL; SABAH; TANIK et al., 2014
HOVSEPYAN; HAAS; BOYAJYAN; GUEVORKYAN et al., 2004). Em nosso estudo
encontramos redugdo significativa nos niveis de S100B no LCR dos animais com DM2
induzida em relacdo ao grupo sham apenas no estagio inicial da doenca (apds 4 semanas
de inducao). Alguns estudos ja mostraram alteragdes na secrecdo € concentracdo da
proteina S100B em resposta a alteragdes no metabolismo de glicose (RODRIGUES;
WARTCHOW; SUARDI; FEDERHEN ef al., 2019; STEINER; BERNSTEIN;
SCHILTZ; HAASE et al., 2014; ZANOTTO; SIMAO; GASPARIN; BIASIBETTI et al.,
2017), mas o exato mecanismo ainda ndo esta claro. A concentracao dessa proteina no
soro e no tecido hipocampal ndo apresentou alteracdo significativa no grupo DM2 em

comparacao ao sham, apesar da sua alteracdo no LCR.

83



Em nosso modelo de neuroinflamacao aguda induzida por LPS os niveis da proteina
S100B se mostraram reduzidos em comparacdo ao grupo sham, enquanto sua
concentracdo no hipocampo nao foi alterada. Estes dados, juntamente com os resultados
encontrados em nosso modelo de DM2, demonstram, que os niveis de SI00B no SNC
nao sao diretamente relacionados aos seus niveis periféricos assim como sua secre¢ao nao
esta relacionada aos seus niveis intracelulares, corroborando com outros estudos de nosso
grupo (GUERRA; TORTORELLI; GALLAND; DA RE et al, 2011; LISSNER;
RODRIGUES; WARTCHOW; BORBA et al., 2021).

A concentragdo sérica de leptina e de S100B tem sido relacionada ao IMC em
humanos, onde individuos obesos apresentam niveis circulantes destas proteinas maiores
do que individuos saudaveis, ao passo que, pessoas com anorexia apresentam niveis
circulantes reduzidos (STEINER; SCHILTZ; WALTER; WUNDERLICH et al., 2010).
Em nosso estudo, os animais com neuroinflamacao induzida com LPS apresentaram uma
perda de peso, ndo observada nos animais sham deste modelo, além disso, esses animais
tiveram uma reducao nos niveis séricos de leptina e S100B, corroborando com a literatura.
Porém, os animais com DM2, ap6s 16 semanas de indugao do modelo, apresentavam peso
inferior ao grupo sham, apesar de haver ganho de peso significativo ao longo do estudo.
Apesar disso, os niveis séricos de leptina ndo acompanharam esse aumento ao longo do
tempo, resultando em niveis séricos de leptina ao final do estudo menores nos animais
diabéticos quando comparados aos animais do grupo sham. Além disso, ndo encontramos
diferenca nos niveis séricos de S100B nesse estudo com DM2, como discutido
anteriormente. Sendo assim as mudangas nos niveis séricos de leptina e de S100B podem
estar refletindo uma resposta dos adipdcitos as alteracdes metabolicas e ndo apenas a uma

diferenca no peso dos animais em si.
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5. Conclusoes

Concluimos com esse trabalho que tanto um modelo de neuroinflamagdo aguda
quanto a indugcdo de DM2 levam a prejuizos cognitivos. Entretanto, os mecanismos
bioquimicos envolvidos podem ndo ser os mesmos, uma vez que apenas no modelo de
neuroinflamag¢ao aguda observamos o envolvimento de alteragdes na sinalizagao por
leptina. Por outro lado, o modelo de DM2 foi capaz de induzir dano cognitivo em um
curto periodo de tempo, mesmo que o modelo nao esteja associado com a obesidade. Esse
¢ um achado importante, pois a obesidade por si s6 pode levar a prejuizos cognitivos e
grande parte dos estudos avalia esses dois disturbios simultaneamente, com esse achado
concluimos que o DM2 ¢ um fator de risco para essas alteragdes de memoria
independentemente da presenca de obesidade. Com relagdo aos mecanismos envolvidos,
pudemos observar que nesse modelo de DM2 as alteragdes astrociticas precederam as
alteragcdes neuronais que ocorreram apenas em uma fase mais tardia. Esses resultados
reforgam a importancia dos astrocitos como alvos terapéuticos nas complicagdes centrais

do DM2.

6. Perspectivas
v' Avaliar pardmetros inflamatorios centrais e periféricos em resposta ao DM2.
v’ Avaliar a capacidade cognitiva dos animais, bem como os pardmetros
astrociticos em tempos menores para determinar se esses parametros ja estao

alterados antes do déficit cognitivo.
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Experimento Piloto: padronizacio da dose de nicotinamida

O modelo de indugdo de DM2 estabelecido por Masiello e colaboradores ¢
amplamente utilizado na literatura. Entretanto, existe uma grande variagao com relagao
as doses utilizadas de NA, assim como na glicemia de jejum atingida pelos animais nos
diferentes grupos de pesquisa. Dessa forma, foram necessarios experimentos piloto para
a escolha da dose de NA utilizada em nosso estudo. Em nossas condigdes experimentais,
pudemos observar, como o esperado, que os animais que receberam as menores doses de
NA tiveram niveis glicémicos maiores, a0 mesmo tempo que, 0s animais que receberam
as doses mais altas tiveram completa protecao contra a agdo da STZ. Pode-se observar
que a dose de NA de 120 mg/Kg levou a uma protecao minima contra a STZ (Figura 1A),
tendo estes ratos um perfil de DM com maior gravidade, enquanto que os animais do

grupo NA 140 tiveram niveis glicémicos aumentados de forma mais branda (Figura 1B).
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Figura 1. Glicemia de jejum. Apds as injegoes de STZ e NA, a glicemia de jejum foi medida
semanalmente durante um periodo de 30 dias. Os dados sdo apresentados na forma de média = erro padréo
de um numero de 3 a 5 animais por grupo. (A) demonstra a comparagio entre os grupos utilizando ANOVA
de uma via seguida de pos-teste de Duncan, letras distintas representam diferenca significativa para um
p<0,05. (B) demonstra a comparagio do grupo NA 140 com o grupo Sham no teste t de Student, *representa
diferenga significativa para um p<0,05.

O grupo STZ apresentou uma perda de peso, enquanto os demais grupos tiveram
um ganho de peso, sendo este, significativamente menor no grupo NA 120 em relagdo ao
grupo Sham (Figura 2A). Os demais grupos nao tiveram diferenca significativa no ganho

de peso quando comparados ao grupo Sham (Figura 2A). Em relacdo ao consumo
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alimentar (Figura 2B) e hidrico (Figura 2C), observamos um aumento significativo nos

dois parametros nos grupos STZ e NA 120 quando comparados aos demais grupos.

O teste de tolerancia IP a glicose foi realizado apenas nos grupos Sham, NA 120 e
NA 140 e pode-se perceber uma intolerancia a glicose caracterizada pela curva glicémica

do grupo NA 120 (Figura 3A) do grupo NA 140 (Figura 3B) em relagdo a curva do grupo

Sham.
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Figura 2. Ganho de peso, consumo alimentar e hidrico. Apds as injegoes de STZ ¢ NA, o peso corporal,
consumo de racdo e de agua foram medidos duas vezes por semana durante um periodo de 30 dias. Os
dados sdo apresentados na forma de média + erro padrdo de um niimero de 3 a 5 animais por grupo. Sendo
(A) ganho de peso, (B) consumo diério de racdo e (C) consumo didrio de dgua. Letras distintas representam
diferenca significativa para um p<0,05 no teste de ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Duncan.
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Figura 3. Teste de tolerdncia IP a glicose. Apos 20 dias das inje¢des de STZ e NA foi realizado o teste
de tolerancia IP a glicose com os grupo NA 120 (A) e NA 140 (B). Os dados sdo apresentados na forma de
média + erro padrdo de um niimero de 5 animais por grupo.

Considerando que o objetivo do trabalho nao era o de estudar DM tipo 1 e sim os
efeitos centrais de uma hiperglicemia cronica e, tendo em vista que o tempo total de
experimentacao apos a indugao do modelo ¢ longo (120 dias), optamos pela utilizagdo da
dose de NA de 140 mg/Kg de peso corporal para o restante do trabalho. Com essa dose,
o indice de mortalidade ¢ proximo de zero, mesmo durante os 120 dias de experimentagao

e sem nenhum tipo de tratamento com insulina, o que nao seria viavel sem o uso da NA.
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