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O PAPEL DE METABOLITOS MICROBIANOS NO PROCESSO NEURODEGENERATIVO DA
DOENCA DE ALZHEIMER

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Ygor Parladore Silva

A microbiota intestinal tem gerado grande interesse na pesquisa biomédica devido a sua influéncia sobre fisiologia
e patologias humanas. Mais recentemente foi criado o conceito de eixo microbiota-intestino-cérebro como uma
via de méo dupla de comunicagdo. Dentre os varios mecanismos de comunicagdo da microbiota com o cérebro, a
atividade dos acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) tem se destacado devido a seus numerosos efeitos na
fisiologia cerebral e em diversas doengas, como a doenca de Alzheimer (DA). A DA é a maior causa de deméncia
no mundo e seu impacto tende a aumentar com o envelhecimento da populacdo mundial. Terapias atuais sdo
capazes apenas de limitar a progresséo da doenga e existe uma busca ativa por formas de diagndstico e prevengao.
Neste contexto, 0 objetivo deste estudo é investigar o potencial neuroprotetor dos principais SCFAs produzidos
pela microbiota intestinal (acetato, propionato e butirato) em modelos experimentais da DA. Culturas
organotipicas de hipocampo de rato foram expostas a oligdmeros do peptideo B-amiloide (ABOs), um componente
neurotoxico encontrado em cérebros de pacientes com DA, e tratadas com cada SCFA individualmente ou com a
combinacédo dos trés SCFAs por 24h. Foram analisadas a expressao da molécula adaptadora ligante de célcio
ionizado 1 (IBA-1) por imunofluorescéncia e a secrecéo de citocinas inflamatdrias por ELISA. Camundongos
Swiss foram tratados por duas semanas com uma mistura dos SCFAs na agua do bebedouro e entdo injetados por
via intracerebroventricular com os APOs. Vinte e quatro horas depois foram submetidos a testes cognitivos e
comportamentais para avaliar aprendizado, memdria, comportamento ansioso e tipo-depressivo. Camundongos
Swiss também foram tratados por 2 semanas com antibiéticos para deplecdo da microbiota intestinal, seguido por
mais duas semanas de suplementacdo com SCFAs antes de receberam uma inje¢do de APOs e passarem pelos
testes comportamentais. Foi encontrado um aumento de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 no meio de cultivo da cultura
organotipica apos exposi¢ao aos ABOs e redugdo de todas as citocinas apds tratamento com propionato e butirato.
Imagens de imunofluorescéncia de fatias de cultura organotipica mostraram que o butirato foi capaz de reduzir o
ntmero de microglias positivas para IBA-1. Testes cognitivos mostraram déficit de aprendizado e memdria em
animais injetados com os APOs e recuperacdo parcial pelo tratamento com SCFAs. Testes comportamentais
mostraram indugdo de comportamento do tipo-depressivo, mas néo ansioso, pela injecdo dos ABOs e recuperagdo
parcial com tratamento por SCFAs, além de aparente aumento de apetite em animais tratados com SCFAs. Animais
depletados de microbiota apresentaram déficit cognitivo, porém tiveram melhor desempenho de aprendizado
quando injetados com os APOs e quando tratados com SCFAs. Foi encontrado um aumento no nivel acetilag@o
das histonas 3 e 4 em amostras do hipocampo de camundongos injetados com butirato intraperitonealmente, com
pico de acetilagdo meia hora ap6s a injecdo. Ainda que mais experimentos sejam necessarios, nossos dados
sugerem um efeito neuroprotetor dos SCFAs.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Ygor Parladore Silva

The intestinal microbiota has drawn great interest in biomedical research due to its influence on human physiology
and pathologies. More recently, the concept of the microbiota-gut-brain axis was created as a two-way
communication pathway. Among the various communication mechanisms between the microbiota and the brain,
the activity of short-chain fatty acids (SCFA) has stood out due to its numerous effects on brain physiology and
several diseases, such as Alzheimer's disease (AD). AD is the biggest cause of dementia worldwide and its impact
tends to increase with the aging of the world population. Current therapies are only able to limit the progression
of the disease and there is an active search for ways of diagnosis and prevention. In this context, the aim of this
study is to investigate the neuroprotective potential of the main SCFAs produced by the intestinal microbiota
(acetate, propionate and butyrate) in experimental models of AD. Organotypic cultures from rat hippocampus were
exposed to B-amyloid oligomers (ABO) - a neurotoxic peptide found in the brains of AD patients - and treated
individually or with a combination of the three SCFA for 24h. ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA-
1) immunofluorescence and inflammatory cytokine secretion were analyzed. Swiss mice were treated for two
weeks with a mixture of SCFA in the drinking water and then injected intracerebroventricularly with the ABO.
Twenty-four hours later they underwent cognitive and behavioral tests to assess learning, memory, anxious- and
depressive-like behavior. Swiss mice were also treated for 2 weeks with antibiotics to deplete the gut microbiota,
followed by another two weeks with SCFA before receiving an injection of ABO and undergoing behavioral
testing. An increase in TNF-o, IL-1pB, IL-6 and IL-10 was found in the medium of the organotypic culture after
exposure to APO and a reduction in all cytokines after treatment with propionate and butyrate.
Immunofluorescence images of organotypic culture slices showed that butyrate was able to reduce the number of
IBA-1 positive microglia. Cognitive tests showed learning and memory deficits in animals injected with ApO and
partial recovery by treatment with SCFAs. Behavioral tests showed induction of depressive-like behavior, but not
anxious, by injection of ABO and partial recovery with SCFA treatment, in addition to an apparent increase in
appetite in animals treated with SCFA. Microbiota depleted animals showed cognitive impairment but had better
learning performance when injected with ABO and when treated with SCFASs. An increase in the acetylation level
of histones 3 and 4 was found in hippocampal samples from mice injected with butyrate intraperitoneally, with
peak acetylation half an hour after injection. Although more experiments are needed, our data suggest a
neuroprotective effect of SCFA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas e Funcdes da Microbiota Intestinal

A interacdo de um organismo multicelular com um microrganismo pode ter como
desfecho a infeccdo, colonizacdo transiente ou colonizacdo permanente. A infeccdo é
caracterizada pelo desenvolvimento de um processo patolégico que gera dano ao organismo
mediante instalacdo do patdgeno, ao passo que a colonizagdo nao gera doenca. Dessa forma, o
conjunto de microrganismos que colonizam um hospedeiro sem Ihe causar dano constituem sua
microbiota (1,2).

Ao longo do desenvolvimento dessa area de pesquisa um grande desafio tem sido a
padronizagdo dos termos utilizados. As defini¢des de “microbiota”, “metagenoma”,
“microbioma” e outros ainda sdo topico de debate ativo, porém alguns autores ja iniciaram
tentativas de uniformizacdo desses jargbes (3,4). Dessa forma, neste documento adotamos
como definigdes: (a) microbiota como conjunto de todos 0s microrganismos presentes em
determinado ambiente, (b) metagenoma o conjunto de genomas provenientes da microbiota e
(c) microbioma como o conjunto de todos os elementos de um ecossistema microscopico,
incluindo procariotos, eucariotos inferiores, virus e outros elementos geneticos livres e as
condigbes ambientais do habitat em que se encontram (3,4). No entanto, ressaltamos que 0
conhecimento atual sobre a microbiota estd majoritariamente concentrado na comunidade
bacteriana, a qual € melhor caracterizada quando comparada a fungica, protozoaria e helmintica
(5,6). Dessa forma, o termo microbiota pode ser utilizado para se referir a comunidade
bacteriana ou a todos 0s microrganismos.

Estima-se que o nimero de bactérias da microbiota, que cobre toda a superficie da pele
e diversas cavidades mucosas, supera 0 de células humanas na proporcdo de 10:1 e que o
microbioma contribui com pelo menos 300 vezes mais genes do que 0s humanos (1). Dos sitios
anatdbmicos colonizados, o trato gastrointestinal é o mais estudado, pois apresenta maior
diversidade e abundancia de espécies procarioticas, contendo mais de mil espécies ja isoladas
e 70% de toda a biomassa da microbiota humana (1,6).
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Evidéncias apontam para a existéncia de um microbioma central compartilhado pela
maioria dos humanos, definido como um conjunto de espécies que habitam determinado sitio
anatdbmico em 95% dos individuos. Devido a grande variabilidade interpessoal da microbiota,
0 numero de espécies desse microbioma central é bastante reduzido, porém as espécies desse
conjunto costumam concentrar a maior abundancia, ao passo que o microbioma secundario
concentra muitas espécies pouco abundantes (1). Nesse sentido, 90% da microbiota intestinal é
composta pelos filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, e Bacteroidetes, ao passo que
Fusobacteria e Verrucomicrobia sdo filos recorrentes, mas presentes em baixa abundancia (6).
No entanto, diversos fatores determinam a formacdo da microbiota intestinal e sua continua
modificacdo ao longo da vida, como modo de parto e de alimentacdo infantil, idade, origem
geogréfica, composicdo da dieta, uso de medicacao e exposicdo a estresse (5,7). Estas varidveis
possibilitam diversas composic¢Ges bacterianas entre individuos e em um mesmo individuo ao
longo da vida que podem ser moduladas por esses fatores em maior ou menor grau, com impacto
positivo ou negativo para a saude (6,7).

A microbiota intestinal abriga mais de cem trilnGes de bactérias que metabolizam
produtos alimentares ndo digeridos e sintetizam diversos nutrientes, vitaminas, antigenos
imunogénicos e moléculas bioativas (6-8). Consequentemente, essa € capaz de influenciar
diversos processos fisioldgicos e patoldgicos no metabolismo (9), na maturacdo do sistema
nervoso central e periférico (10,11), na maturacdo e modulacdo do sistema imune (12), e
protecdo direta contra patégenos por competicdo (13), por exemplo. Portanto, é possivel
estabelecer para cada individuo um padrdo composicional da microbiota em que esta é capaz
de promover saude ao hospedeiro por meio de suas fungdes fisiologicas, chamado eubiose
(2,14).

Por outro lado, o desequilibrio biético ou disbiose € um quadro amplamente reconhecido
por estar associado ao surgimento e progressdo de diversas doencas, como doenca inflamatéria
do intestino, obesidade e diabetes (9,15,16). No entanto, crescentes evidéncias indicam que
alteracdes na microbiota intestinal também podem estar associadas a processos patoldgicos
previamente ndo reconhecidos, como infec¢des virais (17,18), doencas cardiovasculares (19),
doengas autoimunes (20) e doencas neurodegenerativas e comportamentais (21-23).Nesse
contexto, nos ultimos 15 anos temos testemunhado o reconhecimento da microbiota intestinal
como um dos principais reguladores da atividade cerebral levando a formacdo do conceito do
eixo microbiota-intestino-cérebro, o qual tem recebido cada vez mais destaque no campo de
investigacdo das bases bioldgicas e fisioldgicas do desenvolvimento neuroldgico, psiquiatrico

e das alteracGes neurodegenerativas e associadas a idade. Entretanto, é importante ressaltar que
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a compreensdo sobre como a microbiota desempenha fun¢des fundamentais sobre processos
fisiologicos e patoldgicos apontados ainda é bastante limitada, porém mais limitado ainda é o
conhecimento sobre seu papel na comunicagéo bidirecional entre o trato gastrointestinal (TGI)

e o sistema nervoso central (SNC).

1.2. O Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro

A modulacdo da fisiologia intestinal pelo SNC ja é amplamente conhecida, a exemplo
do controle da motilidade, secrecdo, fluxo sanguineo, nocicep¢do e ativacdo imune por
estressores neurologicos (10,24,25). Além disso, esses mecanismos desencadeados pela
sinalizacdo neuronal sdo capazes de influenciar a homeostase da microbiota, principalmente
por meio da ativacdo do sistema imune (26). Porém recentemente tem sido descritos casos de
modulacéo da fisiologia cerebral a partir do intestino bem como a partir da microbiota intestinal,
tornando esse eixo uma comunicacgdo bidirecional (10,27-29). Ainda que seja necessario 0
estabelecimento de nexos causais mais convincentes (30), é notavel como progressivamente
mais evidéncias indicam que altera¢cdes na microbiota intestinal estdo relacionadas a alteragdes
no funcionamento cerebral, o que se reflete em pacientes afetados por doencas do SNC (31—
35).

Apesar de ainda existirem controvérsias acerca de quando ocorre a primeira colonizacao
microbiana, ha poucas evidéncias de que possa de fato ocorrer colonizacdo fetal in utero (36—
38). E mais provavel que a primeira coloniza¢io ocorra no momento do nascimento, visto que
0 modo de parto (vaginal ou cesariano) influencia muito mais a composi¢cdo da microbiota
intestinal no inicio da vida (6,7). Ainda assim, o microbioma intestinal materno durante a
gestacdo parece ser determinante para o neurodesenvolvimento fetal. Em roedores, fetos
gerados por méaes livres de germes (GF - germ-free) e que mantém a condicdo GF apés o
nascimento apresentam baixa expressdo da proteina de juncdo ocludina na barreira
hematoencefalica (BHE) e, consequentemente, maior permeabilidade (39). Além disso, existem
evidéncias de que fatores pré-natais como uso de antibidticos e probidticos (40,41), variacdes
na dieta (42), infeccBes (43,44) ou exposicdo a estresse (45), 0s quais podem provocar
alteracdes no neurodesenvolvimento e comportamento da prole, possuem efeitos dependentes

de alteragfes no microbioma materno em humanos e em roedores (6,46).
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A partir do nascimento diversos fatores ambientais além do modo de parto (47) como
alimentacdo e eventos adversos no periodo po6s-natal bem como infecgdes e tratamento com
antibidticos (48,49), determinam a formac&o e a maturagdo da microbiota no inicio da vida, o
que pode impactar o neurodesenvolvimento e o comportamento. E notavel que apesar de fatores
como modo de parto terem efeito sobre a composicdo microbiana limitado ao periodo pds-natal
ou até primeira infancia, os efeitos sobre 0 SNC mediados pela microbiota intestinal podem ser
duradouros e determinantes para a manifestacdo de alteragOes cognitivas e comportamentais
(10,50). Ainda assim, a microbiota intestinal continua suscetivel a modificagdes ao longo da
adolescéncia, as quais podem influenciar processos cerebrais, ficando progressivamente menos
maleavel até a fase adulta, quando se estabiliza e entdo volta a sofrer modificacdes no processo
de envelhecimento (6,50). Esse processo esté ilustrado na Figura 1

Birth 12 months 24 months

I- -P;na-tal- : Infancy : Childhood : Adolescence : Adulthood : Aging :
Stages of brain development
neuronal proliferation neuronal loss
dendritic arborization synaptic loss
neuronal migration apoptosis

synaptogenesis and synaptic refinement
excitatory synapses
inhibitory synapses

axonal growth and myelination
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Figura 1: Modificacbes da microbiota ao longo da vida em associacdo a estagios de
neurodesenvolvimento. Provavelmente no nascimento acontece a primeira colonizacdo da
pele e mucosas do bebé, a partir da qual a microbiota intestinal amadurece e passa por
modificacBGes ao longo da vida. Na infancia, a microbiota intestinal da crianca sofre grande
influéncia da mée, da forma de alimentacdo (aleitamento e introducédo alimentar) e do ambiente
de crescimento da crianca, ao passo que essa microbiota também influencia aspectos da
proliferacdo neuronal, arborizacdo dendritica, migracdo neuronal e génese de sinapses
excitatdrias. Ao longo da adolescéncia, a microbiota é influenciada pela flutuagéo de horménios
e amadurecimento sexual e do corpo, 0 que se associa a fase de intensa sinaptogénese,
refinamento sinaptico, crescimento axonal e mielinizacdo que ocorre no SNC. Na vida adulta,
a microbiota se torna muito estavel e resiliente, podendo sofrer modificacdes pela dieta, uso de
medicamentos e exposi¢cdes ambientais, porém mantendo majoritariamente uma microbiota
central que raramente € substituida. Nessa fase da vida, ainda pode ocorrer sinaptogénese e
refinamento sinaptico principalmente de sinapses inibitorias. No envelhecimento, a microbiota
se torna novamente instavel, podendo apresentar uma perda significativa de diversidade e
possivelmente influenciando os processos de perda neuronal e sinaptica que ocorrem no SNC.
Fonte: John F. Cryan et al. Physiol Rev 99: 1877-2013, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1152/physrev.00018.2018>

Existem muitas vias em potencial para a sinalizagdo entre microbiota e cérebro,
entretanto estamos apenas comecando a entender 0s mecanismos por tras dessa comunicacao.
O sistema nervoso entérico (SNE), o qual é composto por neurdnios entéricos e células gliais
entéricas que fazem parte do sistema nervoso autbnomo e se comunicam com o ganglios
simpaticos e parassimpaticos, é capaz de responder a estimulos diretos e indiretos da microbiota
intestinal, aléem de modular as popula¢des microbianas por meio de funcdes intestinais como
motilidade e secrecdo (11,51). Entretanto, a microbiota é fundamental para a formacéo do SNE,
como evidenciado com animais GF que apresentam reduzida inervacdo no célon e maturacéo
de da glia entérica (52,53). Ha ainda as fibras do nervo vago que inervam a maior parte do
intestino e carregam sinais diretamente do cérebro para as visceras e vice-versa (6). Devido a
grande variedade de receptores nos aferentes vagais, diversos sinais provenientes da microbiota
podem ser detectados e influenciar diretamente no apetite, na inflamacdo intestinal e em

comportamentos relacionados ao aprendizado e ao humor (54,55).
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A comunicagdo da microbiota com o cérebro também pode ter como intermediario o
sistema imune. O TGI abriga a maior populacdo de células do sistema imune em todo o corpo,
as quais precisam constantemente regular o nivel de ativagdo e inflamacdo para que haja
manutencdo da populacdo microbiana no limen sem que ocorra dano ao epitélio intestinal (10).
Fisiologicamente, restos celulares, antigenos e produtos da microbiota intestinal sdo capazes de
modular a hematopoiese de células do sistema imune inato (56) e a diferenciacdo de linfocitos
tanto para um perfil inflamatério, como linfocitos T auxiliares 17 (Th17 - T helper 17) (57,58),
quanto um perfil regulatorio (59,60). Evidéncias indicam que essas células desempenham
papeis relevantes na modulacdo do humor e progressdo de doengas do SNC (61,62), porém
ainda é necessario estabelecer a modulagdo do sistema imune como via de sinalizacdo da
microbiota com o cérebro nesses casos. Além disso, em situacdes de patologia em que ha
translocacdo microbiana ou endotoxemia (quadro inflamatorio sistémico de baixo grau e
prolongado), o aumento da inflamacao sistémica exerce impacto negativo no funcionamento
cerebral (63). Ainda, estudos recentes mostram que a microbiota intestinal € um componente
fundamental para a maturacdo da microglia, célula fagocitica glial residente do SNC, e que 0s
produtos microbianos sdo capazes de modular a fisiologia microglial (64).

Outra via pela qual a microbiota influencia o funcionamento cerebral, com notavel
influéncia sobre o comportamento é pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),
responsavel pela producdo de glicocorticoides e regulacdo da resposta ao estresse (65,66).
Animais GF ou tratados com antibi6ticos apresentam disfuncao nesse eixo neuroendécrino que
resulta na producédo exagerada de corticosterona e consequente déficits sociais (67). Bactérias
especificas da microbiota intestinal sdo capazes de regular o funcionamento desse eixo
influenciando a producéo de cortisol e a resposta ao estresse (65,68).

Todas essas vias de comunicacao entre microbiota intestinal e cérebro ocorrem em parte
como resposta a restos celulares, produtos microbianos secretados ou modulagéo da secrecéo
de moléculas endogenas. Diversas espécies de bactérias da microbiota intestinal sdo capazes de
influenciar a sintese ou até mesmo produzir e secretar neurotransmissores (32). Por exemplo,
espécies dos filos Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides e Escherichia sdo produtoras
de 4cido y-aminobutirico (GABA - y-aminobutyric acid) (69,70). A microbiota também exerce
grande influéncia sobre 0 metabolismo de triptofano e sintese de serotonina intestinal (29,71),
a qual apesar de ser muito consumida na propria neurotransmissdo intestinal esta associada aos
niveis de serotonina cerebrais (72). A microbiota também influencia o metabolismo, apetite e
alimentacdo modulando a producdo e secrecao dos hormonios peptideo YY (PYY) e peptideo

20



semelhante a glucagon 1 (GLP-1 - Glucagon-like peptide 1) por células enteroenddcrinas e de
insulina pelo pancreas (9,16,32).

Por fim, diversos subprodutos metabolicos da microbiota intestinal possuem atividade
bioldgica, dentre os quais 0s acidos graxos de cadeia curta (SCFAs - short-chain fatty acids)
tem se mostrado como provaveis mediadores da comunicacao intestino-cérebro. Alem disso,
esses metabdlitos ja foram encontrados alterados em pacientes afetados por diversas
neuropatologias e sua administracdo ou a administracdo de bactérias produtoras de SCFAs

representam abordagens terapéuticas promissoras (28,73).

1.3. Metabolismo e transporte dos SCFAs

Os SCFAs sdo pequenas moléculas organicas de cadeia saturada de até 6 atomos de
carbono com um Unico grupamento carboxilico e sdo os principais produtos da fermentacao
anaerobica de fibras e polissacarideos ndo-digeridos da dieta no célon (63). Composto
majoritariamente por acetato (C2), propionato (C3) e butirato (C4), aproximadamente 500-600
mmol de SCFAs na proporcdo de 60:20:20, respectivamente, sdo produzidos diariamente no
colon dependendo do contetdo de fibra na dieta, composicdo da microbiota e tempo de transito
intestinal (74-76). Outros metabolitos produzidos pela microbiota incluem formiato (C1),
isobutirato, valerato, isovalerato (C5), caproato e isocaproato (C6) (76). Ainda que a principal
forma de producgéo de SCFAs seja pela fermentacdo de fibras, parte desses produtos sdo gerados
no metabolismo de aminoacidos (77). No entanto, a formacéo de SCFAs por fermentacédo de
proteinas fica restrita a por¢éo distal do colon, na qual os carboidratos ja foram esgotados, sendo
utilizada por menos de 1% das bactérias da microbiota intestinal (78). Essa via de metabolismo
também acaba gerando outros metabolitos potencialmente toxicos, como aménia, fendis,
sulfetos e acidos graxos de cadeia ramificada, os quais ja foram associados com surgimento de
doencas inflamatdrias do intestino (IBD - inflammatory bowel diseases) (79). Além dessas vias,
bactérias da microbiota tambeém podem utilizar o acetil-CoA proveniente da glicolise para
sintese de butirato por meio da enzima butiril-CoA:acetil-CoA transferase (80,81).
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Apdbs sua producdo, os SCFAs sdo rapidamente absorvidos por colondcitos via
transportadores de monocarboxilato, os quais podem ser hidrogénio-dependente (MCT1 -
monocarboxylate transporter 1) ou sodio-dependente (SMCT1 - sodium-coupled
monocarboxylate transporter 1) (82,83). Parte dos SCFAs absorvidos, majoritariamente o
butirato, € metabolizado no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA - Tricarboxylic acid cycle)
por colondcitos (84,85). A outra parte se difunde para a veia porta hepética, aproximadamente
260 UM de acetato, 30 M de propionato e 30 UM de butirato (86), que podem ser absorvidos
e utilizados por hepatdcitos (85), o que pode ser visto na Figura 2. Consequentemente, apenas
uma pequena fracdo dos metabolitos produzidos pela microbiota chega a circulacdo, sendo a
concentracdo aproximada no sangue 22,0-40,0 UM de acetato (87), 0-2,1 uM de propionato
(88), 0,3-1,5 uM de butirato (89). No entanto, ainda ha poucos trabalhos explorando a
concentracdo sérica de SCFAs e como intervencdes terapéuticas influenciam nessa translocagao
de moléculas, sendo muito mais comum trabalhos que utilizam a concentracdo fecal como
representante da producdo intestinal, principalmente em estudos com humanos por conta da
facilidade de coleta e baixa invasividade (6,10,63). Neste contexto, é importante ressaltar que,
ainda que a quantifica¢do no conteudo fecal seja uma abordagem valida, ela inclui muitos vieses
em potencial, os quais precisam ser considerados para a obtencdo de conclusdes vélidas e

translacdo para a clinica (84,90).
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Figura 2: Fonte de sintese, absorcao e transporte dos SCFAs da dieta. A principal fonte de
SCFAs vem da fermentacdo anaerdbica de fibras alimentares por bactérias do célon. Até 95%
desses metabolitos sdo absorvidos por colondcitos via difusdo passiva ou via transportadores
de monocarboxilato dependentes de hidrogénio (MCT) ou de sodio (SMCT). Os SCFAs que
ndo sdo metabolizados por colondcitos como substrato energético sdo transportados para o
figado via veia porta, onde sofrem outro processamento. Apenas uma fracdo dos SCFAS sobra

do metabolismo hepatico e chega a circulagdo sanguinea. Fonte: Dalile B, et al. Nat Rev
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Gastroenterol and Hepatol, 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1038/s41575-019-0157-
3>

Pela circulacdo sanguinea, SCFASs sdo capazes de chegar ao cérebro cruzando a BHE,
como ja foi demonstrado em ratos pela injecdo de *C-SCFAs na artéria carétida e deteccdo no
cérebro (91), provavelmente devido a abundancia de MCT expressos em células endoteliais
(92). Ainda que haja escassez de dados sobre a concentracdo desses metabolitos no SNC, os
trés ja foram detectados fisiologicamente no liquido cefalorraquidiano (LCR) de humanos a
22,0-171,0 uM de acetato (87), 0,0-6,0 uM de propionato (88), 0,0-4,2 UM de butirato (89). No
tecido cerebral humano, foram encontrados em média 18,8 pmol/mg de propionato e 17,0
pmol/mg de butirato por cromatografia gasosa (93). Além disso, a concentracdo de SCFAS no
cérebro pode ser modulada por meio de intervencdes terapéuticas, como demonstrado em
camundongos suplementados com Clostridium butyricum que apresentaram um aumento no
nivel de butirato em uma ordem de magnitude (94). Varios outros estudos em animais € em
humanos aplicando prebioticos, probidticos e regime de dietas ricas em fibras ja demonstraram
efeitos neuroldgicos positivos dessas terapias, ainda que apenas poucos tenham quantificado os
niveis de SCFAs (28).

1.4. Efeitos periféricos/ Mecanismos dos SCFAS

Ainda que ndo sejam completamente compreendidas as vias de sinalizacao
desencadeadas pelos SCFAs em cada caso particular, sdo conhecidos pelo menos dois
mecanismos pelos quais esses metabolitos atuam, ilustrados na Figura 3: ativacédo de receptores
acoplados a proteina G (GPCR — G protein-coupled receptors) e inibicdo de histona-
desacetilases (HDAC). Os GPCR ativados por SCFAs mais estudados sdo GPR43 e GPR41,
posteriormente renomeados de receptores de acidos graxos livres 2 e 3 (FFAR2 e FFAR3 - Free
fatty acid receptor2 and 3), respectivamente. Ambos receptores sdo expressos no célon, em
diversas células imunes e no SNC; entretanto, adipdcitos e musculo esquelético expressam
apenas FFAR2 e o sistema nervoso periférico (SNP) e a BHE expressam apenas FFAR3 (95—
97). Outros receptores incluem receptor de acidos hidrocarboxilicos (-GPR109a/HCAR?2 -
hydrocarboxilic acid receptor 2), receptor olfatério da familia 51 subfamilia E membro 1
(GPR164/OR51E1), expressos principalmente em colondcitos, adipécitos e células imunes,
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porém sdo seletivos para butirato (98,99). Ja o receptor OR51E2 é especifico para propionato e
acetato e € expresso em neurdnios do sistema nervoso autbnomo (100).

Os SCFAs também séo capazes de modular a expressao génica por meio da inibigéo da
acetilacdo de histonas. A expressdo génica € regulada, dentre outros mecanismos, pela
compactacdo da cromatina ao redor das histonas, a qual € modulada principalmente pela
acetilacdo, de forma que histonas acetiladas tornam a cromatina mais disponivel para
transcricdo e a remocdao de grupos acetil torna a cromatina mais compacta e silenciada (28,101).
Todos os SCFAs apresentam algum grau de modulacédo da acetilacdo de histonas, sendo butirato
e propionato potentes inibidores da HDAC, enquanto acetato apresenta baixa atividade de

inibicdo de HDAC porém induz a ativacdo de histona-acetiltransferases (HAT) (6,102).
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Figura 3: Mecanismos de sinalizacao celular dos SCFAs. Sdo conhecidos dois mecanismos
de sinalizagdo celular principais por SCFAs: via GPCR e via modulagdo de acetilagédo de
histonas. Os SCFAs podem se ligar com diferentes graus de afinidade aos receptores FFAR2,
FFAR3, OR51E2 e GPR109A, os quais desencadeiam diversas cascatas de sinalizacdo que
modulam o funcionamento celular. Alternativamente, eles podem ser transportados para dentro
da célula atraves de MCT e SMCT e inibir histona desacetilases ou ativar histona acetil
transferases, modulando a expressdo génica. Fonte: Dalile B, et al. Nat Rev Gastroenterol and
Hepatol, 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1038/s41575-019-0157-3>

1.5. Efeitos dos SCFAs sobre o SNC

Por meio dos dois principais mecanismos descritos, 0os SCFAs sdo capazes de
influenciar direta ou indiretamente o funcionamento cerebral, como ilustrado na Figura 4. Os
efeitos dos SCFAs sobre 0 SNC podem ser via modulagéo do sistema imune ou do nervo vago,
alteracGes na secrecdo de hormonio e peptideos intestinais, secre¢do de insulina e interleucinas,
producdo de neurotransmissores bem como via acdo direta sobre as células da BHE e do SNC.
Parte da modulacdo do sistema imune pela microbiota intestinal parece ocorrer por meio dos
SCFAs. Primeiramente, esses metabdlitos influenciam diretamente a funcdo de barreira de
enterdcitos, modulando a secrecdo de muco e expressdo de jungbes oclusivas,
consequentemente influenciando a transloca¢do microbiana e exposi¢do de células imunes a
antigenos (103). Adicionalmente, ja é reconhecido que neutréfilos, células dendriticas,
monaocitos, macrofagos e células T respondem a inibidores de HDAC e possuem um ou mais
receptores para SCFAs, principalmente FFAR2 e FFAR3, mas também GPR109a, de forma
que esses metabdlitos microbianos modulam e mantém a homeostase do sistema imune (28).
De fato, em neutrofilos os SCFAs exercem papel quimioatraente, aumentando a expressao de
CXCL1 e CXCL8, a0 mesmo tempo que reduzem a producao de fator de necrose tumoral o
(TNF-a) e aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ligada a fagocitose
(104).
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Figura 4: Potenciais vias de comunicacao dos SCFAS no eixo microbiota-intestino-cérebro

(MIC). Acidos graxos de cadeia curta (SCFAS) sdo os principais metabélitos produzidos pela

microbiota a partir da fermentagdo anaerobica de fibras da dieta e polissacarideos resistentes.

Apls sua producdo, SCFAs sdo absorvidos por colonécitos via transportadores de

monocarboxilato dependente de hidrogénio (MCT) ou dependente de sodio (SMCT). Esses

metabolitos atuam por meio da ligacdo a receptores acoplados a proteina G (GPCR), tais como

receptor de &cidos graxos livres 2 e 3 (FFAR2 e FFAR3), receptor de acidos hidrocarboxilicos
2 (HCAR2) e GPR164, e por meio da inibicdo de histona desacetilases (HDAC). Por esses

mecanismos, influenciam a imunidade de mucosa e a funcdo de barreira do intestino, induzem

a producdo dos horménios intestinais peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e peptideo
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YY (PYY) pelas células enteroendodcrinas, assim como a produgdo de acido y-aminobutirico
(GABA) e serotonina (5-HT), os quais podem sinalizar para o cérebro pela circulagdo sanguinea
ou por terminacdes vagais. Os SCFAs derivados do c6lon influenciam células do sistema imune
local e circulantes levando a diferenciacdo de linfécitos T, mondcitos e neutrofilos alterando o
perfil de citocinas circulantes e de células que chegam ao cérebro. Esses metabdlitos atingem a
circulacdo por meio da veia porta hepatica e chegam a outros tecidos, levando a ativacdo do
tecido adiposo marrom, regulacdo da funcdo mitocondrial do figado, aumento da secrecéo de
insulina pelas células B-pancreaticas e modulagdo da homeostase energética de corpo inteiro.
Os SCFAs também podem chegar ao cérebro atravessando a barreira hematoencefalica (BHE)
por meio de transportadores expressos em células endoteliais ou afetar o cérebro por meio do
nervo vago. No sistema nervoso central podem influenciar a integridade da BHE aumentando
a expressao de proteinas de juncdo oclusiva, a neuroinflamacéo pela maturacéo e funcéo de
microglia e astrocitos e a homeostase neuronal por meio do aumento na producdo de fatores
troficos, da neurogénese e da sintese de neurotransmissores. Dessa forma, interacGes dos
SCFAs no eixo MIC podem direta e indiretamente afetar aspectos emotivos, cognitivos e
fisiopatoldgicos. Fonte: Y. P. Silva, A. Bernardi, R. L. Frozza (2020). Disponivel em
https://doi.org/10.3389/fendo0.2020.00025

Além disso, esses metabolitos modulam a atividade de monacitos, macrofagos e células
dendriticas limitando sua proliferacdo e producao de citocinas inflamatorias, podendo reduzir a
atividade fagocitica e apresentacdo de antigenos em alguns casos (103). Por fim, os SCFAs sdo
capazes de modular a diferenciacdo de linfécitos T em modelos murinos para um perfil
regulador, com aumento na expressdo de FOXP3 e secrecdo de IL-10, porém in vitro sdo
capazes de potenciar a diferenciacdo de linfécitos Thl e Th17 ja estimulados. Isso aponta para
um papel duplo dos SCFAs na modulagdo dessas células, porém mesmo em modelos de
infeccdo e inflamacdo intestinal os metabdlitos parecem resultar em controle da inflamacéo e
melhor desfecho da doenca (103).

Por meio de receptores FFAR2, FFAR3, OR51E1 e OR51E2 0s SCFAs sdo capazes de
estimular células enteroenddcrinas a secretarem GLP-1 e PYY (105,106), os quais afetam
circuitos cerebrais importantes na regulacdo do apetite e ingesta alimentar via circulacdo
sistémica ou aferentes vagais (28). Esses metabolitos também estimulam a secrecdo de leptina
por adipdcitos, induzindo a ativacao de vias anorexigénicas no hipotalamo (107), e inibem a
secrecdo de grelina por células produtoras do estdmago e duodeno, principal horménio

orexigénico e associado a resposta antecipatoria a alimentos caléricos (108), portanto reduzindo
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a fome e regulando o comportamento alimentar. Além disso, a sinaliza¢do em células f-
pancreéticas aumenta a secrecdo de insulina, o que também contribui para a regulacdo
metabolica e do comportamento (106).

Concomitantemente, o sistema nervoso entérico e o nervo vago sdo modulados pelos
SCFAs e desencadeiam respostas centrais no sistema nervoso (28). De fato, neurdnios do
sistema nervoso entérico, da veia porta e do ganglio nodoso expressam FFAR3, o que possibilita
efeitos diretos dos SCFAs (95). Apesar de estes ndo serem completamente conhecidos, injecdes
de butirato no jejuno geram descargas neurais nos aferentes vagais que sdo abolidas apos
vagotomia (55). Além disso, efeitos positivos no humor e nos niveis de neurotransmissores
induzidos pelo tratamento com Bifidobacterium longum NCC3001 sdo perdidos apos a
danificagédo do nervo vago (109).

Além da modulagdo de diversos sistemas periféricos gerando respostas centrais,
importante destacar os efeitos dos SCFAs se estendem diretamente aos neurénios do SNC,
como observado mediante tratamentos com prebidticos e probioticos (63). Dos trés principais
SCFAs, aquele que chega ao cérebro em maior concentragdo € o acetato, o qual foi detectado
no hipotalamo desencadeando ativagdo neuronal, aumento dos niveis de glutamato, GABA e
de neuropeptideos anorexigénicos, resultando na supressdo do apetite (110). Ainda assim,
propionato e butirato sdo capazes de regular no cérebro a expressao de triptofano 5-hidroxilase
1, enzima envolvida na sintese de serotonina, e tirosina hidroxilase, essencial na sintese de
dopamina, influenciando entéo a bioquimica cerebral (111). Ademais a deplecdo da microbiota
de camundongos por meio do uso de antibidticos resulta em prejuizos na neurogénese
hipocampal e na memodria, 0 que estd associado a uma drastica reducdo na producdo de SCFAs
e pode ser revertido por tratamento com probidticos (112). Além de neurotransmissores, 0s
niveis dos SCFAs também estdo associados a niveis de fatores neurotroficos como fator de
crescimento de neurdnios (NGF), fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) e fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (113,114). Nesse contexto, uma série de estudos
demonstrou que o butirato de sodio aumenta a expressio de BDNF, a neurogénese e

proliferacdo neural em roedores, potencialmente pelo efeito de inibicdo de HDAC (115-117).
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A formacéo, desenvolvimento e plasticidade do SNC ocorre sob o controle de células
da glia, as quais atuam podando e reorganizando circuitos neurais, um papel critico para
processos cognitivos, emocionais e sociais (118). A microglia é crucial no processo de
refinamento sinaptico, limpeza e defesa do SNC, por ser um macréfago residente do tecido
(119). Interessantemente, a microbiota é essencial no desenvolvimento e regulacdo da atividade
microglial, a qual parece atuar por meio dos SCFAs, uma vez que camundongos GF apresentam
células microgliais de perfil imaturo que podem ser parcialmente recuperadas pela
suplementacdo com acetato, propionato e butirato (96). Erny e colaboradores demonstraram
elegantemente que os efeitos dos SCFAs sobre a maturacdo da microglia provavelmente sdo
mediados via FFARZ2, visto que animais deficientes nesse receptor ndo recuperaram a
maturacdo microglial, porém novos estudos indicam que o efeito dos SCFAs sobre a microglia
também pode ocorrer por inibicdo de HDAC (120).

A neuroinflamacdo também tem forte impacto sobre o comportamento e formacéo de
circuitos cerebrais. Uma vez que a microbiota influencia a maturacdo e funcionalidade do
sistema imune, inclusive da microglia no SNC, perturbagdes da microbiota como o uso
prolongado de antibioticos causa alteragdes na resposta imune, em geral tendendo a um perfil
mais inflamatério (96,121). Nesse sentido, perturbacbes sobre a microbiota induzidas por
antibioticos agravam a neuroinflamacdo em modelos murinos de doenca de Alzheimer
(122,123), porém o tratamento com butirato em modelos de inflamacao aguda reduzem o perfil
inflamatorio da microglia, reduzindo a producdo de citocinas e induzindo modificacdes
morfoldgicas (120,124). Similarmente, o tratamento com acetato de culturas primarias tanto de
microglia quanto de astrdcitos foi capaz de reduzir vias de sinalizagdo pro-inflamatérias e a
expressao de IL-1pB, IL-6 e TNF-a (125,126). O principal mecanismo efetor encontrado até o
momento foi a inibicdo de HDAC, porém a sinalizagdo precisa por SCFAs ainda ndo é
completamente conhecida.
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1.6. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) representa 60 a 70% dos casos de deméncia afetando uma
grande parcela da populacdo, dado que atualmente mais de 50 milhdes de pessoas vivem com
deméncia no mundo (127). Estima-se que 0 nimero de casos pode dobrar a cada 20 anos e mais
de 60% dos casos sdo encontrados em paises de baixa e média renda (128). No Brasil, estima-
se que haja cerca de 1,2 milhdo de pessoas vivendo com DA, um nUmero que cresce
rapidamente devido a transicdo demogréafica pela qual o pais atravessa (129). A maioria dos
casos acomete pessoas de mais de 65 anos, considerado DA de incidéncia tardia, enquanto
apenas 5% dos casos acomete pacientes com idade inferior aos 65 anos, designado DA de
origem familiar (130). Ao passo que a deméncia é caracterizada intra-individualmente pelo
prejuizo cognitivo progressivo e perda de autonomia para tarefas diarias, a DA é definida
biologicamente pela deposi¢ao extracelular de peptideo P-amiloide (Ap) formando placas
neuriticas e pela presenca de emaranhados neurofibrilares (NFT - neurofibrillary tangles)
formados por agregados de proteina tau hiperfosforilada (p-tau) no interior de neuritos
distroficos (130). A fisiopatologia bésica da doenca por esses dois marcadores esta ilustrada na

Figura5.

Amyloid plague Neurofibrillary tangle:

ventricles

Shrinkage of

Hippacampus hippocampus

Entorhinal cortex

Normal brain AD brain

30



Figura 5: Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer pela formacdo de placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares. No cérebro com DA avancada sdo encontradas placas de
peptideo B-amiloide extracelulares e emaranhados neurofibrilares de proteina tau
hiperfosforilada intracelulares. Ambas as proteinas sdo neurotoxicas e pro-inflamatorias,
promovendo a morte neuronal que resulta na perda de funcBes cognitivas e mnemaonicas,
reducdo da massa cerebral e aumento dos ventriculos. Fonte: News Medical: Examining
Neurobiology and Drug Targets in Alzheimer’s Disease. Disponivel em <https://www.news-
medical.net/whitepaper/20190318/Examining-Drug-Targets-and-Neurobiology-in-

Alzheimers-Disease.aspx?showform=cookiesettings>

Uma série de evidéncias indica que a formacao de placas neuriticas € um dos principais
mecanismos que desencadeiam os fendmenos bioldgicos da DA, o que levou ao surgimento da
hipdtese amiloide. Essas placas sdo majoritaria e respectivamente compostas por peptideos de
42 e 40 amino&cidos (Ap1-s2 € AP1-40), gerados a partir da proteina precursora de amiloide (APP
— amyloid precursor protein) via clivagem proteolitica sequencial por B-secretase e pelo
complexo y-secretase (presenilina 1 e 2), liberando o AP para o espago extracelular (131). A
partir de sua liberacdo, os peptideos de AP sdo propensos a estruturar-se em folhas f-
pregueadas. O processo de agregacdo leva a formagdo de oligdmeros (ABO) soltveis, bem
como a formacdo de protofibrilas e fibrilas, a qual ocorre por um processo de nucleacdo
priméria entre monémeros formando o esqueleto da fibrila, seguida por alongamento da fibrila,
com agregacao de novos mondmeros, ou nucleacdo secundaria, com agregacao de novas fibrilas
ja nucleadas (132). No estado avancado da doenca sdo encontradas placas insoluveis de AP,
porém todas os estados biofisicos citados sdo neurotdxicos e neuroinflamatoérios (133-135).

A hipotese amiloide proposta por George Glenner (136) encontra evidéncias
principalmente na ocorréncia de formas hereditarias da doenga, tanto dominantes no caso de
DA familiar quanto ndo-dominantes no caso de DA esporadica, das quais sdo mais prevalentes
mutacOes no processo de geracdo do peptideo AP (genes da APP e da presenilina 1 e 2)
(137,138) e de depuracéo desse peptideo (gene da APOE4) (139,140). Nesse contexto, modelos
murinos de DA sdo gerados por meio de mutagdes que levam ao acumulo de espécies agregadas
de AP (62) ou pelainje¢do de ABOs por via intracerebroventricular (ICV) (133) e desencadeiam

alteracdes cognitivas e comportamentais semelhantes aquelas observada em pacientes com DA.
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Outro mecanismo patoldgico da DA é a formacdo de emaranhados neurofibrilares
compostos de p-tau, no entanto ndo é completamente compreendido se este € 0 mecanismo
iniciador ou o contrario, se o acimulo de AP propicia a hiperfosforilagdo da tau. Sabe-se que a
tau é primariamente expressa em neurdnios do cérebro e desempenha uma funcéo central na
montagem e estabilizacdo de microtibulos e no transporte ao longo destes. A tau é alvo de
diversas modificacdes pos-traducionais, dentre as quais a fosforilacdo, que na DA e em outras
tauopatias ocorre de forma aberrante levando a agregacdo e fibrilacdo (130). A partir da
fibrilag&o, a tau € translocada do compartimento axonal para o0 soma de neurdnios, danificando
entdo a funcdo sinaptica ao inibir o transito de receptores de glutamato e, posteriormente,
podendo se propagar através de sinapses para outros neurénios conectados de forma semelhante
a proteina prion (134). O acimulo de p-tau leva a morte neuronal e a proteina é capaz de se
propagar ao longo de regides anatomicamente ligadas do SNC.

Ao passo que a forma familiar da DA apresenta determinantes genéticos para a
ocorréncia da doenca, a forma esporadica € multifatorial (135). O maior fator genético de risco
conhecido ¢ a variante €4 do gene da apolipoproteina E (APOE4), que possui as trés variantes
comuns €2, €3, ¢4 (APOE2/3/4). Comparado a uma pessoa com alelos APOE3/E3, a presenga
de apenas um alelo de APOE4 aumenta o risco de uma pessoa desenvolver DA em 4 vezes,
enguanto dois alelos aumentam em 12 vezes (136). No SNC, a expressao de APOE parece estar
restrita majoritariamente a astrocitos e em menor grau a microglia, porém o conhecimento da
influéncia de APOE sobre a fisiopatologia da DA ainda é limitado (137,138).

Além das alteracOes bioquimicas, ha evidéncias de que o sistema imune esta envolvido
na progressao de doenca neurodegenerativas, principalmente baseado em achados de que, além
de APOEA4, outros fatores genéticos de risco para DA sdo quase exclusivamente expressos em
celulas do sistema imune, por exemplo TREM2 (Triggering Receptor Expressed On Myeloid
Cells 2), CD33 (Cluster of diferentiation 33), CR1 (Receptor de complemento 1), etc. (139).
No entanto, ainda € pouco entendido o papel e o potencial terapéutico da microglia e dos
astrocitos e menos ainda o papel das celulas do sistema imune periférico, como linfocitos e
mondcitos, os quais podem influenciar direta e indiretamente o funcionamento cerebral
(140,141). Ainda assim, contribuicGes recentes para este campo mostraram que que diferentes
perfis de microglia sdo responsaveis por restringir ou agravar a progressao da DA (142) e que
o perfil de microglia associado a doenca também induz a diferenciacdo de astrécitos para um
perfil pro-inflamatério (143). Além disso, com a descoberta e descri¢cdo do sistema linfatico
cerebral (144) novos esforgos tém sido feitos para entendimento do papel de linfécitos na DA
(58,145).
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Métodos para o diagnostico da DA estdo sendo aprimorados continuamente e a busca
por biomarcadores ¢ uma area em franco crescimento. H4& muito sdo usados testes clinicos
padronizados que permitem determinar o grau de severidade dos sintomas de deméncia por
meio de scores do comprometimento de diversos dominios do comportamento humano, porém
ja foi mostrado que os sintomas da DA aparecem ja na fase avancgada da doenca, como ilustrado
na Figura 6. Em contrapartida, atualmente € possivel detectar marcadores da doenca em fase
muito mais precoce por meio da tomografia de emissao de pésitrons e da analise de LCR. Pela
tomografia € possivel detectar a deposi¢dao de AP, hipometabolismo cortical, acaimulo de tau e
perda de volume cerebral. Por outro lado, os biomarcadores do LCR mais utilizados sdo a razao
AP1-42/ AB1-40 € a cadeia leve de neurofilamento, porém espécies de p-tau tem se mostrado como

marcadores promissores que podem ser detectados até mesmo no soro (130,146).
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Figura 6: Progressdo de biomarcadores presentes ao longo da patologia da Doenga de
Alzheimer. A DA pode ser dividida em uma fase pré-clinica e uma fase sintomatica. Na
primeira, acontece o acimulo gradual das proteinas patogénicas da doenca e de danos ao SNC,
0 qual pode se estender por décadas antes alcancar niveis detectaveis por exames disponiveis
atualmente ou de dar inicio a fase sintomatica. Nesta, os danos acumulados ja sdo suficientes
para prejudicar fungGes cognitivas e operacionais do paciente, o que geralmente resulta na busca
por ajuda medica. Porém nessa fase 0 progndstico ja € de perda progressiva de fungdes
cerebrais, a qual terapias atuais conseguem apenas retardar. Fonte: Long, J.M.; Holtzman D.M.
Cell. 2019. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.09.001>
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Quanto ao tratamento, as terapias atuais sdo apenas capazes de reduzir o ritmo de
progressdo da doenca, mas garantem beneficios limitados aos pacientes e ndo sdo capazes de
reverter a perda cognitiva. O desenvolvimento de terapias contra a DA tem sido dificultada pela
complexa fisiopatologia da doenca, que representa um desafio na pesquisa de novas abordagens
terapéuticas (147). Atualmente estdo aprovados medicamentos inibidores da colinesterase e a
memantina, um modulador ndo competitivo do receptor de NMDA, ambos voltados apenas para
o0 tratamento sintomatico (130). No entanto, mais recentemente foi aprovado pela FDA nos
Estados Unidos o Aducanumab, um anticorpo monoclonal contra agregados de A, portanto o
primeiro farmaco modificador da doenca (148). Além disso, foi aprovado na China o uso de
um prebidtico intitulado GV-971 para o tratamento da DA, com resultados mostrando reducéo

de scores clinicos da doenga por meio de modulagdo da inflamagdo e da deposicdo de AB (149).

1.7. Influéncia da Microbiota Intestinal sobre a Doenca de Alzheimer

Uma vez que a microbiota intestinal € capaz de modular o funcionamento do SNC por
diversas vias, inclusive pela modulagdo do sistema imune, essa se tornou importante alvo de
pesquisas na busca de potenciais alvos terapéuticos para doencas neurodegenerativas. Nesse
contexto, ja foi identificado que pacientes de DA apresentam quadro de disbiose associado a
doenga e que perturbagGes na microbiota intestinal podem influenciar certos aspectos da
patologia (150,151). Consistente com esses achados, Zhang e colaboradores demonstraram que
camundongos transgénicos para DA também apresentam alteracbes na composicdo da
microbiota e perda de diversidade, associadas a reducdo nos niveis de SCFAs (152).

Crescentes evidéncias apontam para 0 impacto da microbiota intestinal sobre a
patogenia e patologia da DA. Primeiramente, foi demonstrado que tanto animais APP/PS1
criados sob condi¢des GF (153) quanto os mesmos animais tratados no inicio da vida com
antibioticos (122,123) apresentaram reduzido acumulo cerebral de AB. Em contrapartida, o
transplante de microbiota fecal de camundongos selvagens para camundongos APP/PSL1,
linhagem de camundongos transgénicos com mutagdes associadas ao desenvolvimento de DA,
é capaz de resgatar déficits cognitivos desses animais em tarefas dependentes de memoria
espacial (154). Similarmente, o tratamento de animais 5XxFAD, outra linhagem de camundongos
transgénicos carregando um total de 5 mutacdes associadas a DA, com prebi6ticos também

resultou em melhora da memdria espacial associada a redug¢do do acamulo de AB e de p-tau
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cerebral (155). Ambos os estudos mostraram que houve um aumento na producdo de SCFAs
associado as intervenc@es terapéuticas.

Nesse sentido, os SCFAs apresentam potencial efeito modulador da DA, uma vez que
sdo capazes de induzir, em diferentes graus, a diferenciagdo de linfocitos T reguladores (Treg)
extra-timicos (59,60), reduzir o perfil inflamatério e aumentar a capacidade fagocitica
microglial (124) além de modular alteragdes de humor (156). Dessa forma, torna-se pertinente
investigar a hipdtese de que os SCFAs podem desempenhar fun¢Ges neuroprotetoras em
modelos experimentais da DA por meio da modulacéo da inflamagdo no SNC e modulagéo do

sistema imune.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o potencial neuroprotetor dos principais SCFASs produzidos pela microbiota

intestinal (acetato, propionato e butirato) em modelos experimentais da doenga de Alzheimer.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito dos SCFAs sobre a neuroinflamagao induzida pelos ABOs em cultura
organotipica de hipocampo;

Avaliar o efeito da suplementacdo com os SCFAs sobre alteracbes comportamentais
induzidas pela injecdo intracerebroventricular de ABOs;

Determinar o papel dos SCFAs sobre as alteracdes comportamentais induzidas pela
deplecdo da microbiota bacteriana intestinal seguida pela administracédo intracerebroventricular
de ABOs.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sintese e caracterizacdo dos oligdmeros de Ap (ABOs)

Os oligdbmeros foram preparados a partir do APi42 (American Peptide, Sunnyvale, CA)
como descrito por Lambert e colaboradores (157). O peptideo foi solubilizado em 1 mM de
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Merck, Darmstadt, DE) gelado e a solucdo limpida
e incolor resultante foi incubada a temperatura ambiente por 60 minutos. A solucdo foi entdo
colocada em gelo por 10 minutos e aliquotada, em fluxo laminar, em microtubos. Os microtubos
foram deixados abertos na capela de fluxo laminar durante 12 horas para evaporacao do HFIP.
A eliminacdo completa do HFIP foi realizada por centrifugacdo em “SpeedVac” por 10
minutos. As aliquotas contendo os filmes de AP1.42, assim obtidos, foram estocadas a -20°C
para utilizacdo posterior.

As preparagdes de APOs foram realizadas a partir destes estoques de filmes de Ap1-42. A
cada preparacdo de ABOs, uma aliquota (filme) de AP1.42 foi ressuspendida em dimetilsulfoxido
anidro (DMSO) (Sigma, St. Louis, MO) de forma a obter uma solugdo a 5 mM. Esta solugéo
foi diluida a 100 uM em tampao fosfato-salino (PBS) estéril e incubada a 4°C por 24 horas.
Uma amostra de mesmo volume de DMSO 2% em PBS foi preparada e incubada a 4°C por 24
horas, e usada experimentalmente como controle (veiculo). Apés a incubacéo, a preparacéo foi
centrifugada a 14.000 g por 10 minutos a 4°C para remocao de agregados insoluveis de APi-42.
O sobrenadante da centrifugacao, contendo ABOs, foi mantido a 4°C até a sua utiliza¢do em um
periodo maximo de até 48 horas apds o preparo. Para determinar a concentragao de ABOs nas
preparacOes, utilizou-se 0 método do acido bicinconinico (BCA) (Pierce, Rockford, IL) para
dosagem de proteinas. As preparagdes de APOs foram analisadas por cromatografia de gel-
filtracdo para caracterizar as espécies oligoméricas presentes.

As analises foram realizadas utilizando uma coluna de silica SynChropak GPC 100 com as
seguintes caracteristicas: dimenséo da coluna: 250 x 4,6 mm; tamanho do poro: 100 A; limite
de excluséo para proteinas: 3.000-300.000 kDa. A fase movel usada foi PBS pH 7, filtrado
através de membrana de nitrocelulose Millipore (Billerica, MA) (0,45 um), mantido em gelo
durante toda a analise. As anélises foram realizadas através de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC - high performance liquid chromatography), com deteccdo simultanea de
absorcdo a 280 nm e fluorescéncia com excitacdo a 275 nm e emissdo a 305 nm. Antes da
injegdo da amostra de ABOs, a coluna foi lavada durante 1 h com agua Milli-Q e equilibrada
por 1 hora com a fase mdvel, ambas com fluxo de 0,5 mL/min. Inicialmente, 50 puL de veiculo

(DMSO 2% em PBS) foram injetados, com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 15

36



minutos. Em seguida, a coluna foi re-equilibrada com a fase movel durante 15 minutos ¢ 50 uL
de APOs foram injetados, e a analise feita com 0S mesmos pardmetros usados para o veiculo.
A sintese e as analises foram realizadas no Laboratorio de Doencas Neurodegenerativas da
UFRJ.

3.2. Experimentagdo animal

Todos os protocolos envolvendo o uso de animais de experimentacdo foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Oswaldo Cruz
(CEUA/IOC) (licenca L008/2018) e todas as abordagens experimentais seguiram padroes
éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) visando

reduzir o nimero e minimizar o sofrimento dos animais (164).

3.3. Cultura organotipica de hipocampo

As culturas organotipicas de hipocampo foram preparadas como descrito anteriormente
(158). Brevemente, trés ratos Wistar de 6 a 8 dias de idade foram decapitados com tesouras
afiadas, entdo o cérebro foi extraido e os hipocampos foram gentilmente dissecados com pinceis
em capela de fluxo laminar estéril, mantendo o tecido hidratado com meio de disseccéo (solucao
salina balanceada de Hank - HBSS - Tabela 1). Os hipocampos foram fatiados em um fatiador
de tecido (Tissue Chopper) em secOes de 400 um e transferidos, com auxilio de uma pipeta de
ponta cortada, para uma placa de petri contendo meio de disseccdo. Fatias foram separadas e
gentilmente transferidas com auxilio de pinceis finos para uma placa de cultura de seis pogos
contendo membranas semiporosas (Millicel®) sobre 1 mL de meio de cultivo (50% MEM, 25%
HBSS, 25% soro de cavalo inativado - Tabela 1). Um par de fatias de hipocampo de cada
animal foi depositada em cada membrana dos pocos da placa de cultivo, totalizando doze fatias
de hipocampo por animal, até o total de seis fatias de hipocampo por membrana, como
esquematizado na Figura 7. Apds o fim do preparo da cultura organotipica, a capela de fluxo
laminar foi esterilizada novamente e as culturas receberam meio de cultivo estéril fresco. As
culturas foram mantidas por 14 dias a 37°C e 5% CO com trocas de meio duas vezes por

Semana.
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Figura 7: Esquema da placa de cultura organotipica de hipocampo: Cada placa de cultura
de seis pocos recebe em cada poco 6 fatias de hipocampo de ratos Wistar neonatos, das quais
cada par é proveniente de um animal (n=3 animais por placa). No total, sdo obtidas 36 fatias de

hipocampo, 12 de cada animal.

Tabela 1: Composi¢do dos meios utilizados na cultura organotipica

Reagente Meio de disseccdo Meio de cultivo
NaCl 136,89 mM 138 mM
Glicose 36,08 mM 36 mM
HEPES (238,3 g/mol) 25 mM 25 mM
KCI 5,36 mM -
CaCl> 1,26 mM 2,5 mM
MgCl; 0,05 mM 0,5 mM
MgSO4 0,05 mM 0,41 mM
KH2PO4 0,03 mM 0,44 mM
Na,HPOq 0,024 mM -
Fungizona + Garamicina 1% 1%
Solvente
Agua Milli-Q 100% -
MEM - 50%
HBSS - 25%
Soro de cavalo inativado - 25%
pH 7,3 7,3
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No 14° dia de cultivo, as culturas foram tratadas (concentracao final) com 12 mM de
acetato de sodio (NaAc) (Sigma-Aldrich), ou 3 mM de propionato de sodio (NaProp) (Sigma-
Aldrich), ou 10 mM butirato de sédio (NaBut) (Sigma-Aldrich), ou os trés metabdlitos juntos
(SCFAs). Em seguida foram adicionados ao meio de cultivo 500 nM de ABO ou 0 mesmo
volume de PBS contendo 2% de DMSO (veiculo) (concentracao final: 0,02% DMSO). Vinte e
quatro horas ap0s 0s respectivos tratamentos 0 meio de cultivo foi coletado para dosagem de
citocinas por ELISA e as fatias foram utilizadas para andlises morfoldgicas por

imunofluorescéncia.

3.4. ELISA

Os niveis das citocinas TNF-o, IL-1pB, IL-6 e IL-10 no meio de cultivo foram
determinados por meio de kits comerciais (R&D System). Ao final do periodo de tratamento
das culturas os meios foram coletados e imediatamente conservados a -80°C até serem
analisados.

Para realizagdo do ensaio foram empregadas placas de 96 pogos, nas quais foi
adicionado 50 uL/pogo de anticorpos de captura diluidos em uma solucdo tampéo (NaCl 1.5M,
H3BO4 0,5M e NaOH 1N, pH = 7.4) e incubadas por 12 horas a 4°C. Em seguida, foram
realizadas 3 lavagens com 200 pL/pogo de solucao tampao 1 (timerosal, KPO4 1M e Tween 20
0,005%) e posterior adi¢éo de 200 pL/poco de solugao contendo PBS e albumina bovina (BSA,
1%) por 1 hora a fim de realizar o bloqueio de sitios inespecificos. Posteriormente as placas
foram novamente lavadas 3 vezes (200 puL/poco) com a solugdao tampao 1. Foi realizado um
periodo de incubacdo de 2 horas a 37°C e, entdo, os pocos foram lavados 3 vezes com a solucao
tampéo 1. Na sequéncia foi adicionado 50 pL./pogo do anticorpo de deteccdo biotinilado (50
pg/mL) por um periodo de incubagdo de hora a temperatura ambiente, seguido de nova lavagem
(200 uL/ pogo) com solugdo tampdo le um periodo de incubacdo de 1 hora a temperatura
ambiente com 50 uL/ poco da mistura neutravidina horseradish peroxidase (HRP) diluido no
tampao 2 (soro fetal bovino 2% em PBS). Apoés a tltima lavagem com 200 pul/pogo da solugédo
tampado 1, foi adicionado 50 pL/pogo do substrato (K-Blue®) para o desenvolvimento da reagéo
colorimétrica (entre 5 a 30 minutos), a qual foi interrompida pela adicao de 50 ulL/pogo de
H2S04 (0,19 M). A leitura das placas foi realizada em um espectrofotdmetro, em comprimento
de onda de 450 nm e os resultados foram expressos como pg/ml.
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3.5. Imunofluorescéncia

As fatias de cultura organotipica foram fixadas em paraformaldeido 4% em PBS,
permeabilizadas com Triton X-100 0,5% em PBS e bloqueadas com BSA 20% em PBS, como
descrito previamente (159). Em seguida, foram cuidadosamente retiradas da membrana de
cultura e incubadas overnight a 4°C com anticorpo anti-IBA-1 de coelho diluido a 1:400 em
BSA 5% em PBS para avaliar a ativacdo microglial. O anticorpo primario foi completamente
lavado e foi adicionado o anticorpo secundario fluorescente anti-lgG de coelho conjugado a
Alexa Fluor 568 diluido a 1:500 em BSA 5% em PBS por 4 horas a temperatura ambiente. O
anticorpo secundario foi lavado e foi feita a marcacdo dos nucleos com corante Hoechst
fluorescente azul por 30 minutos. Foi feita uma lavagem com PBS e, entdo, a montagem das
laminas para analise em microscopio confocal Leica TCS SP8. Foram obtidas imagens em
aumento de 40x de toda a espessura do tecido (z-stack de ponta a ponta) de pelo menos dois
campos de 775 um? por fatia de hipocampo. As imagens foram exportadas no modo de projecao
méxima e analisadas utilizando o programa Image J. Brevemente, as imagens foram
transformadas para cores binarias, processadas para reducédo de ruido, entdo foi feita analise de

particulas e foi obtida a contagem de células microgliais.

3.6. Suplementacdo com SCFAs e injecao intracerebroventricular de oligomeros de Af

O desenho experimental esta ilustrado na Figura 8. Quarenta camundongos Swiss
machos de 8 semanas de idade foram mantidos em microisoladores no biotério do Pavilhdo
Lednidas Deane em grupos de quatro animais por caixa com livre acesso a comida e a agua,
num ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro, com a temperatura e humidade controladas. Os
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo um grupo tratado com uma
mistura dos SCFAs composta de 67,5 mM de NaAc, 25 mM de NaProp e 40 mM de NaBut
adicionada a agua dos bebedouros e o outro grupo tratado com uma quantidade equivalente de
sodio (132,5 mM NaCl) na agua de beber por duas semanas (64). No 14° dia, metade dos
camundongos de cada grupo, ou seja, 10 animais por grupo, recebeu 10 pmol de ABO e a outra
metade recebeu PBS em volume de 3 pL através de uma injecdo intracerebroventricular (ICV)
unilateral com uma agulha de 2,5 mm inserida a 1 mm a direita a partir do ponto da linha média

equidistante de cada olho e 1mm posterior a linha desenhada pela base anterior dos olhos. Para
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isto, os animais foram anestesiados usando 2.5% de isoflurano (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil)
num sistema de anestesia inalatoria (sistema a vapor) e cuidadosamente manipulados somente
durante o processo de inje¢do (160,161). Os camundongos que mostraram sinais de erros de
injecdo ou algum sinal de hemorragia foram excluidos do experimento. Vinte e quatro horas
apos a injecdo dos ABO os animais foram submetidos a testes comportamentais para avaliar
alteragdes de memdria e humor relacionados & DA na ordem do menos estressante ao mais
estressante, como descrito a seguir. A dgua dos camundongos foi trocada duas vezes por semana
e o tratamento com SCFAs ou NaCl foi mantido até o fim do experimento. O peso dos animais

e volume de &gua ingerida foram monitorados ao longo de todo o experimento.

Nacl ad Icv NIH/ MBT/  NOR/
libitum ABOs NOR FST PAT
—s l l l l Diai
(? 0 14 15 18 20 21 Coleta de
Icv NIH/ MBT/  NOR/ sangue,
Sli)F_A ad ABOs  NOR FST PAT hipocampos e
ioitum | | | | Dias cortex
(-? 0 14 15 18 20 21

Figura 8: Desenho experimental da suplementacéo com SCFAs. Detalhes do experimento
estdo descritos na sec¢do 3.6. O peso e consumo de dgua dos animais foi monitorado a cada 7
dias. NIH: supressdo alimentar induzida pela novidade (novelty induced hypophagia). NOR:
reconhecimento de objeto novo (novel object recognition). MBT: teste de esconder esferas
(marble burying test). FST: teste de nado forcado (forced swim test). PAT: teste de esquiva

passiva (passive avoidance test).

3.7.Deplecédo da microbiota bacteriana intestinal

O desenho experimental estd ilustrado na Figura 9. Quarenta camundongos Swiss
machos de 8 semanas de idade foram mantidos como descrito acima e divididos aleatoriamente
em dois grupos, dos quais um desses foi tratado por duas semanas com uma solucdo de
antibidticos de amplo espectro (ABX) contendo 0,5 mg/mL de ampicilina, 0,5 mg/mL de
neomicina, 0,5 mg/mL de metronidazol e 0,25 mg/mL de vancomicina adicionados a agua do
bebedouro como descrito anteriormente (162). Em seguida, os grupos foram divididos em dois
e foi iniciado o protocolo de tratamento com os SCFAs por duas semanas, como descrito acima,
mantendo o tratamento com antibi6ticos do grupo depletado. No 28° dia metade dos animais
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receberam os ABO e metade recebeu PBS por via ICV, totalizando 5 animais por grupo, e no
29° dia iniciaram-se 0s experimentos de comportamento. O peso dos animais e volume de agua
ingerida foram monitorados ao longo de todo o experimento. Os tratamentos pela agua

continuaram até o fim do experimento.

Icv
ABX ad NaCl ad ABOs  NIH  NOR PAT
libitum libitum l l l l Dias
(-? 0 14 28 29 30 32 33
Icv
;AEX ad 5/%‘“_? ad ABOs  NIH  NOR PAT
ibitum ibitum | | | | oi
-— — Dias
<(>3 0 14 28 29 30 32 33 Coleta de
v sangue,
H20 ad NaCl ad ABOs NIH  NOR PAT hipocampos e
libitum libitum l l l l Dias cortex
(-? 0 14 28 29 30 32 33
Icv
H20ad SCFAad ABOs  NIH  NOR PAT
libitum libitum l l l l Dias
(-? 0 14 28 29 30 32 33

Figura 9: Desenho experimental da deplecdo da microbiota intestinal por antibiéticos de
amplo espectro e suplementagdo com SCFAs. Detalhes do experimento estdo descritos na
secdo 3.7. O peso e consumo de dgua dos animais foi monitorado a cada 7 dias. ABX: solucdo
de antibidticos de amplo espectro. NIH: supressdo alimentar induzida pela novidade (novelty
induced hypophagia). NOR: reconhecimento de objeto novo (novel object recognition). PAT:
teste de esquiva passiva (passive avoidance test).

3.8. Teste de supressao alimentar pela novidade

Os camundongos foram submetidos a jejum alimentar, mas nao hidrico, por 24 horas,
apos o qual foram colocados em caixas de acrilico pretas nas dimensdes 50x50x39 cm contendo
um pellet de racdo no centro. Foi registrado o tempo até o primeiro episodio de alimentacdo
(laténcia), com limite m&ximo de 5 minutos. Imediatamente ap6s, os animais foram transferidos
para micro-isoladores limpos contendo pellets de comida pesados previamente e mantidos por

5 minutos. Por fim, foi registrado a quantidade (mg) de pellets consumidos pelo animal. Antes

42



do inicio de todos os testes comportamentais, os animais foram habituados por 30 minutos a
sala de experimentacdo com luz, ruido e temperatura controlados. As caixas de teste e micro-

isoladores foram limpos com alcool 70% entre um animal e outro.

3.9. Teste de reconhecimento de objeto novo (NOR)

O teste foi realizado em caixas de acrilico pretas nas dimensdes 50x50x39 cm e foi
dividido em trés fases: (1) campo aberto, em que os camundongos exploram livremente a caixa
vazia por 5 minutos; (2) treinamento, em que os animais exploram dois objetos idénticos dentro
da caixa por 5 minutos; (3) teste, em que um dos objetos da fase anterior € substituido por um
objeto novo e os animais exploram os dois por 5 minutos. A fase de teste foi realizada duas
horas apds a fase de treino. As sessdes foram filmadas com auxilio do programa ANY -Maze e
foi registrado o tempo de exploracdo de cada objeto pelo camundongo, considerando que o
animal explorou o objeto quando este foi tocado pelas patas ou pelo focinho. O tempo de
exploragdo de cada objeto foi convertido em percentual e expresso como porcentagem de
reconhecimento do objeto, a qual foi obtida atraves da multiplicagdo do tempo de exploracédo
de cada objeto por 100 e o valor resultante dividido pelo tempo total de exploracdo. Os
resultados foram analisados comparando a média do tempo de exploracédo em cada objeto com
o0 valor fixo de 50% (* #£50%). Por defini¢do, os animais que reconhecem o objeto familiar e
aprendem a tarefa deveriam explorar mais 50% do tempo o objeto novo. As caixas e seus
elementos foram limpos com alcool 70% a cada sessdo (163). Os objetos utilizados para
exploracdo foram artefatos de plastico, com diferentes tamanhos, cores, texturas e formatos.

Eles foram fixados com fita adesiva no chdo da caixa e 0s animais ndo conseguiam mové-los.

3.10. Teste de esconder esferas

Foram utilizados micro-isoladores limpos preenchidos com maravalha até 5 cm de altura
distribuida uniformemente. 20 esferas de vidro foram distribuidas uniformemente sobre a
maravalha no formato de 4x5. Cada camundongo foi colocado individualmente na caixa por
um periodo de 30 minutos. Ao final do teste, o animal foi cuidadosamente retirado e foram
contadas as esferas escondidas (mais de 2/3 da superficie da esfera escondida) (164).
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3.11. Teste de nado forcado (FST)

Os camundongos foram submetidos a natacdo forcada por 6 minutos em um contéiner
cilindrico contendo a4gua a temperatura de 24°C em quantidade suficiente para impedir o apoio
das patas no fundo do cilindro, mas evitando a fuga pela borda superior. A agua foi trocada
entre cada animal. O tempo de natacéo foi dividido em 2 primeiros minutos, em que a maioria
dos animais apresenta comportamento de tentativa de fuga, e 4 ultimos minutos, em que surge
0 comportamento de imobilidade. O tempo de imobilidade foi cronometrado e usado como
parametro para comportamento do tipo-depressivo (165), onde um aumento no tempo de
imobilidade durante esse teste representa uma reducdo no comportamento de desespero de

tentar sair da situacao.

3.12. Teste de esquiva passiva

O teste de esquiva passiva foi realizado utilizando uma caixa de metal fosca (Insight)
com uma das paredes em acrilico, uma pequena area do assoalho plana (plataforma de escape)
e uma area maior de barras condutoras de eletricidade, a qual € ligada a um aparelho que permite
regular e disparar um choque elétrico nas barras. O teste € composto por uma sesséo de treino
e uma sessdo de teste, que s@o realizadas em dias consecutivos. Na sessdo de treino, 0s
camundongos foram colocados na area plana da caixa e foi registrado o tempo de laténcia para
descer com as quatro patas na area das barras. Nesse momento, 0s animais receberam um
choque de 0,4 miliamperes durante 3 segundos, ap6s o qual foram devolvidos as caixas de
residéncia. Na sessdo de teste, 24h apos o treino, os animais foram colocados novamente na
area plana da caixa e foi cronometrado o tempo de laténcia para a descida do animal com as
quatro patas na area de barras até um limite maximo de 5 minutos. O tempo de laténcia na

sessdo de teste foi usado como parametro para a memoria aversiva.
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3.13. Avaliacédo de acetilacdo de histonas por Western Blotting

Camundongos Swiss foram injetados intraperitonealmente com 750 mg/kg de butirato
de sodio e submetidos a eutanasia 30 e 60 minutos apos a injec¢do (173-175). O hipocampo foi
coletado e homogeneizado em tampao de extracdo de proteinas (RIPA) contendo inibidor de
protease e inibidor de fosfatase. A quantidade total de proteinas foi determinada pelo método
de &cido bicinconinico (BCA, Thermo Fisher Scientific). Os homogenatos entdo foram diluidos
em tampdo de amostra contendo 125 mM Tris-Cl, 10 % de SDS, 0,05 % de Azul de Bromofenol,
5% de B-mercaptoetanol e 50% de glicerol ou tamp&o de amostra contendo 125 mM Tris-Cl,
10 % de SDS, 0,05 % de Azul de Bromofenol e 50% de glicerol. Para eletroforese, 40 ug de
proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 14%) com tampdo de corrida
desnaturante Tris-glicina (25 nM Tris, 192 mM glicina, 0,1 % SDS - pH 8,3) em voltagem
constante (150 V) por aproximadamente 1:30h. As proteinas foram entdo eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond ECL) em tampdo de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM
glicina, 10 % metanol - pH 8,3) por 1:30h em voltagem constante (100V) a 4°C.

A transferéncia foi verificada pelas bandas do padrédo de peso molecular na membrana,
e pela coloragéo desta com vermelho de Ponceau (0,1% Ponceau-S em 5% acido acético) por 3
minutose posteriormente lavadas com tampao salino de Tris-Tween (TBS-T - Tris-buffered
saline-Tween).

Foram analisadas as expressoes de histonas 3 e 4 acetiladas e totais por meio de Western
blot com anticorpos especificos para cada proteina. Para tal, as membranas foram bloqueadas
com BSA 5% por 1h em temperatura ambiente seguido pela incubacdo overnight com um
anticorpo por vez: anti- histona H3 (1:1000), lys-9-acetil-histona-3 (H3K9Ac) (1:1000), histona
H4 (1:1000), lys-16-acetil-histona-4 (H4K16Ac) (1:1000) e B-actina (1:5000) diluidos em
solucdo de blogqueio. Em seguida as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e incubadas
com anticorpos secundarios conjugados a peroxidase anti-lgG de coelho (1:1000) ou de
camundongo (1:1000), por 1h. Apoés este periodo, as membranas foram lavadas 3 vezes com
TBS-T e 1 vez com tampéo salino de Tris (TBS - Tris-Buffered Saline), e as bandas reveladas
por quimioluminescéncia com o substrato Pierce™ ECL SuperSignal West Femto Maximum
Sensivity (ThermoFisher) e visualizadas com o sistema de imagem C-Digit (Uniscience). As
imagens digitalizadas foram salvas em alta resolucao (300 dpi) e as bandas foram quantificadas
por densitometria das imagens no software ImageJ V.1.48. Os resultados foram representados

como a média + erro padrdo dos valores de densitometria normalizados pela media do veiculo.
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3.14. Andlise estatistica

Os dados obtidos das quantificaces foram dispostos em planilhas do software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, La Jolla, CA) e testados quanto a normalidade. Os dados sdo
expressos como média e desvio padrdo da média dos valores obtidos em experimentos
independentes. O teste estatistico aplicado, indicado em cada resultado, foi escolhido em fungéo
anélise de distribuicdo dos resultados e das condigdes experimentais. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas sempre que o valor de p foi menor ou igual a 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Efeito dos SCFAs sobre a neuroinflamacdo induzida pelos ABOs na cultura

organotipica

Inicialmente, avaliamos o efeito do butirato (NaB) e do propionato (NaP), os dois
SCFAs com efeito bioldgico mais pronunciado (166-168), sobre a neuroinflamacéo induzida
pelos APOs. Nossos resultados mostram que 0 tratamento de culturas organotipicas de
hipocampo com ambos 0s SCFAs levou a uma redugdo significativa nos niveis das citocinas
TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10 no meio de cultivo induzidos pelos ABOs (Figura 10).
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Figura 10: Butirato de sédio e propionato de sédio reduzem a secrecdo de citocinas
induzida por ABOs in vitro. Culturas organotipicas de hipocampo foram expostas ao veiculo
ou a 500 nM de ABOs e tratadas com 10 mM de butirato de sodio (NaBut) ou 3 mM de
propionato de sodio (NaProp). Os niveis das citocinas TNF-a (a), IL-6 (b), IL-1B (c) e IL-10
(d) foram determinados por ELISA no meio de cultivo 24 horas ap6s tratamento com 0s SCFAS
e a exposi¢ao aos ABOs (n= 3-5 culturas independentes, pool de 3 animais por cultura. ANOVA
de duas vias com pos-teste de Holm-Sidak, **p< 0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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Uma vez que o tratamento das culturas com butirato ou propionato levou a uma
significativa reducdo dos niveis das citocinas inflamatorias, nés avaliamos a ativacdo da
microglia. A imunomarcagéo para IBA-1 (indicador de ativagdo microglial) nas fatias da cultura
organotipica de hipocampo mostrou claramente a capacidade do butirato de sddio isoladamente
ou em conjunto com propionato e butirato (SCFA) em reduzir a quantidade de células da
microglia positivas para IBA-1. O mesmo efeito ndo foi observado no tratamento com acetato
de sddio ou propionato de sddio. Nao foi possivel observar a diferenca no nimero de células
positivas para IBA-1 entre culturas expostas aos APOs e culturas expostas ao veiculo (Figura
11).

Acetato Propionato Butirato SCFA

IBA-1 Hoescht
b.

800 7
600 1 o
4oo-b§

200 |$|

1507

kkkKk  kkkk  kkkk  kkkk

IBA-1+/campo

>
>
>

3-Sed

i

L
| ]

1001

50 1

N° de céls.

48



Figura 11: Butirato de sddio reduz o numero de células da microglia positivas para IBA-
1 em fatias de cultura organotipica de hipocampo. As culturas foram tratadas com 12 mM
de acetato de sodio (NaAc), 3 mM de propionato de sédio (NaProp), 10 mM butirato de sodio
(NaBut) ou a combinagdo dos trés acidos graxos (SCFA) e expostas a 500 nM de ABOs ou
veiculo sem peptideo (\VVh) como descrito nos métodos. Vinte e quatro horas apds as fatias foram
fixadas e marcadas para IBA-1. (a) Em vermelho células imunomarcadas por IBA-1, em azul
nacleos de células marcadas por Hoescht. Cada painel mede 775 pm x 775 um (b) Contagem
de células marcadas por IBA-1. (n= 2 culturas independentes. ANOVA de duas vias com pos-
teste de Holm—Sidak, ****p<0,0001).

4.2. Efeito da suplementacdo com SCFAs sobre a alteracGes comportamentais induzidas
pelos ABOs

Dado os resultados indicando que os SCFAs reduzem os niveis das citocinas
inflamatdrias no modelo in vitro e considerando as crescentes evidéncias mostrando que a
modulacdo da microbiota intestinal com aumento na producao destes &cidos graxos modula a
homeostasia cerebral, buscamos investigar o efeito da suplementacdo com os SCFAs sobre
alteragbes comportamentais em um modelo in vivo da DA. A adi¢cdo dos SCFAS na agua de

beber dos animais ndo alterou 0 consumo de agua nem o peso dos animais (Figura 12).
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Figura 12: Acompanhamento do peso corporal e consumo de 4gua de camundongos sob

suplementagdo com SCFAs. Os animais foram suplementados com os SCFAs ou quantidade

equivalente de cloreto de sodio durante 14 dias e foram pesados semanalmente em balanca

analitica. A partir da primeira semana, foi medida a quantidade de agua ingerida em cada gaiola

por semana. Nao foi detectada nenhuma variacao significativa de peso (a) ou consumo de agua
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(b) nos animais em experimentacdo em qualquer condicdo de tratamento (n=19 animais por

grupo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas e pos-teste de Holm-Sidak).

Para avaliar o efeito dos SCFAs sobre alteracdes cognitivas e comportamentais
induzidas pelos APOs, um grupo de animais recebeu uma injecdo intracebroventricular de
APBOs e todos os animais foram submetidos aos testes de reconhecimento de objetos (NOR),
esquiva inibitoria, nado forcado (FST), esconder esferas, e supressao alimentar pela novidade.
Resultados representativos dos testes comportamentais estdo sumarizados na Figura 13. Ainda
gue nenhuma alteracdo na memoria de reconhecimento tenha sido observada 24 horas apds a
inje¢do dos APOs (Figura 13a), seis dias apés a injecdo dos ABOs os animais apresentaram
comprometimento cognitivo o qual foi parcialmente prevenido pelos SCFAs (Figura 13b).
Todos os animais apresentaram atividade locomotora comparavel no campo aberto e ndo houve

preferéncia por nenhum objeto durante a fase de treino.
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Figura 13: Alteracdes cognitivas e comportamentais em camundongos tratados com
SCFAs. Os animais foram suplementados com SCFAs ou quantidade equivalente de cloreto de
sodio durante 14 dias e receberam 10 pmoles de ABOs ICV. (a) percentual de exploracdo de
um objeto familiar (Fam.) ou novo no teste NOR 24 horas apds a injecdo ICV de 10 pmol de
APOs. Os resultados sdo expressos como a porcentagem do tempo de exploracdo em cada
objeto em relacdo ao tempo total de exploracdo durante a sessdo de teste, e analisados
estatisticamente usando o teste t de uma amostra, que compara a média do tempo de exploracao
em cada objeto com o valor fixo de 50%. Por definigéo, os animais que reconhecem o objeto
familiar e aprendem a tarefa deveriam explorar mais 50% do tempo o objeto novo. (b)
percentual de exploracao de um objeto familiar (Fam.) ou novo (New) no teste NOR 6 dias apos
a injecdo ICV de ABOs. (c) Tempo de laténcia para a descida da plataforma no teste de esquiva
passiva. Resultado expresso como mediana e intervalo interquartis. (d) Tempo de imobilidade
no FST. (e) Namero de esferas escondidas por animal no teste de esconder esferas. (f) Tempo
de laténcia no teste de supressao alimentar pela novidade até o primeiro evento de alimentacao
no campo aberto. (g) Quantidade de racdo ingerida no micro-isolador ap6s o teste de supressdo
alimentar pela novidade. n=8-10 animais por grupo. Resultados sdo expressos como média e
desvio-padrio e foram analisados por ANOVA de duas vias com pos-teste de Holm—Sidak.

*p<0,05. Onde ndo constar, p>0,05.

Para avaliar a memdria aversiva, 0s animais foram submetidos ao teste de esquiva
passiva 7 dias apos a inje¢do dos APOs (Figura 13c). Ainda que preliminar, nossos resultados
mostram que o grupo injetado com ABOs apresenta uma tendéncia de dano cognitivo, o que é
prevenido pelo tratamento com metabolitos (Figura 13c). No FST os animais do grupo injetado
com ABOs tenderam a ficar mais tempo imoveis do que o grupo controle, o que poderia estar
relacionado a um comportamento tipo-depressivo (Figura 13d). O tratamento com metabdlitos
ndo pareceu influenciar o tempo de nado quando isolado, mas mostrou forte tendéncia a
melhorar o comportamento tipo-depressivo dos animais injetados com ABOs (Figura 13d).

No teste de esconder esferas ndo foi possivel observar diferengas no comportamento
ansioso/repetitivo dos camundongos (Figura 13e). No teste de supressdo alimentar pela
novidade, os animais dos grupos tratados com SCFAs, tanto injetados com veiculo como com
0s APOs, apresentaram a forte tendéncia de um menor tempo de laténcia até o primeiro evento
de consumir a racdo e de consumirem mais ragdo quando retornados ao micro-isolador (Figura
13f e 13g). No entanto, a exposi¢do aos ABOs ndo pareceu influenciar no comportamento dos

animais.
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4.3. Efeito da suplementacdo com SCFAs sobre alteragfes comportamentais induzidas

pelos ApOs em animais que foram submetidos a deplecdo da microbiota intestinal

Para avaliar o efeito dos SCFAs em condi¢des em que a microbiota bacteriana intestinal
encontra-se alterada, um grupo de animais foi tratado por 2 semanas com solucdo de
antibioticos contendo 0,5 mg/mL de ampicilina, 0,5 mg/mL de neomicina, 0,5 mg/mL de
metronidazol e 0,25 mg/mL de vancomicina para a deplecdo da microbiota bacteriana e em
seguida suplementados com os SCFAs por 2 semanas. O tratamento com antibidticos levou a
uma perda de peso na primeira semana quando comparados aos animais nao tratados, porém
essa diferenca desapareceu a partir da segunda semana de tratamento (Figura 14a). Da mesma
forma, o consumo de agua foi mais baixo no grupo tratado com antibioticos quando comparado

ao grupo nao depletado, porém logo se normalizou (Figura 14b).
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Figura 14: Acompanhamento do peso corporal e consumo de agua de camundongos
tratados com antibidticos e suplementados com SCFAs. Metade dos animais foi tratada com
uma solugdo de antibioticos (ABX - 0,5 mg/mL de ampicilina, 0,5 mg/mL de neomicina, 0,5
mg/mL de metronidazol e 0,25 mg/mL de vancomicina) durante um total de 28 dias e todos
foram pesados semanalmente em balanga analitica. A partir da primeira semana, foi medida a
quantidade de agua ingerida em cada gaiola por semana. (a) Animais tratados com antibidticos
apresentaram perda de peso na primeira semana, porém normalizacdo a partir da segunda. (b)
N&o foi detectada nenhuma alteragdo no consumo de 4gua (n=20 animais por grupo. ANOVA
de duas vias com medidas repetidas e pos-teste de Holm-Siddk, *p<0,05; ***p<0,001;
****n<0,0001).
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Para avaliar o efeito dos SCFAs nos animais que sofreram deplecdo da microbiota
bacteriana intestinal, os animais foram submetidos aos testes de NOR, esquiva passiva e
supressdo alimentar pela novidade apds a inje¢do de APOs. Resultados preliminares
demonstram que apenas os animais injetados com os APOs e 0s animais que tiveram a
microbiota bacteriana depletada apresentaram claro déficit de aprendizado (Figura 15a).
Interessantemente, o tratamento com metabdlitos foi capaz de prevenir parcialmente o dano
cognitivo induzido pelos ABOs. Surpreendentemente, os animais com a microbiota bacteriana
depletada, mas injetados com ABOs tiveram uma melhora no aprendizado. Todos 0s animais
apresentaram atividade locomotora comparavel no campo aberto e ndo houve preferéncia por
nenhum objeto durante a fase de treino.

J& no teste de esquiva passiva, 0 pequeno nimero de animais em cada grupo e a grande
variagdo observada dificulta a interpretacdo dos resultados (Figura 15b). No teste de supressao
alimentar pela novidade, apesar dos animais injetados com ABOs apresentarem laténcia para se
alimentarem maior do que animais controle, a deplecdo da microbiota bacteriana parece reduzir
o comportamento ansioso dos animais, mesmo quando injetados com os ABOs (Figura 15c).
Nenhum grupo apresentou alteracdo significativa na quantidade de ragdo consumida no pos-
teste (Figura 15d)
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Figura 15: AlteragGes cognitivas e comportamentais induzidas pelos ABOs em animais
submetidos a deplecdo da microbiota bacteriana intestinal e suplementados com SCFAs.
Os animais foram submetidos ao tratamento com antibioticos durante 14 dias como descrito na
metodologia. Na sequéncia, receberam uma suplementacdo com SCFAs ou quantidade
equivalente de cloreto de sodio durante 14 dias e, entdo, receberam 10 pmoles de ABOs ICV.
(a) percentual de exploracdo de um objeto familiar (Fam.) ou novo (New) no teste NOR. Os
resultados séo expressos como a porcentagem do tempo de exploragdo em cada objeto em
relacdo ao tempo total de exploracdo durante a sessdo de teste, e analisados estatisticamente
usando o teste t de uma amostra, que compara a média do tempo de exploracdo em cada objeto
com o valor fixo de 50%. Por definicdo, os animais que reconhecem o objeto familiar e
aprendem a tarefa deveriam explorar mais 50% do tempo o objeto novo (2 d.p.i.; n = 3~6
animais/grupo). (b) Tempo de laténcia no teste de esquiva passiva até o animal descer da
plataforma. Resultado expresso como mediana e intervalo interquartis. (c) Tempo de laténcia
no teste de supressdo alimentar pela novidade até o primeiro evento de consumo de ragdo no
campo aberto. (d) Quantidade de ragdo ingerida no micro-isolador apds o teste de alimentacdo

suprimida. n=4-6 animais por grupo. Resultados sdo expressos como média e desvio-padréo e
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foram analisados por ANOVA de duas vias com pos-teste de Holm—Sidak. **p<0,01. Onde n&o

constar, p>0,05.

4.4, Efeito do butirato sobre a acetilacédo de histonas

Considerando a redugdo das citocinas induzidas pelos ABOs mediada pelo tratamento
com butirato e dado sua potente acdo sobre a inibi¢do de histonas desacetilases, camundongos
Swiss foram injetados intraperitonealmente com butirato de sodio e submetidos a eutanasia 30
e 60 minutos apos a injecao. Nossos resultados indicam que o butirato induziu um aumento na
acetilacdo de histonas 3 (peso molecular aproximado de 17 kDa) e 4 (peso molecular
aproximado de 11 kDa) em ambos os tempos, como pode ser observado pelo aumento na

proporcao de histonas acetiladas sobre histonas totais (Figura 16).
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Figura 16: Butirato aumenta a acetilacdo de histonas no hipocampo. A acetilacdo das
histonas 3 e 4 foram analisadas por Western blot. (a) Imagem representativa da imunomarcagao
de histona 3 acetilada (H3K9Ac) e total (H3) e (b) quantificacdo das bandas. (c) Imagem
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representativa da imunomarcagdode histona 4 acetilada (H4K16Ac) e total (H4) e (d)
quantificacdo das bandas (n=5 animais por grupo, ANOVA de uma via com pos-teste de Holm-—
Sidak, **p< 0,01, ****p<0,0001).
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5. DISCUSSAO

Diversos estudos tém descrito que a microbiota intestinal possui um papel crucial no
neurodesenvolvimento, desempenhando uma funcgédo central na maturacéo e na funcionalidade
de células da glia (10,29,64). De fato, distarbios da microbiota podem levar a ocorréncia de
uma microglia imatura e hiper-responsiva em fases posteriores da vida (64,121). Curiosamente,
essas alteracdes ocorrem de forma similar aquelas observadas em camundongos nocaute para
os receptores de SCFAs FFAR2 e FFAR3 (169) e a suplementagdo com SCFAs em
camundongos selvagens é capaz de reverter esse perfil da microglia, reduzindo sua hiper-
responsividade (64,120,124,170). Além disso, os SCFAs também apresentam efeito modulador
sobre a sinalizacdo inflamatoria por astrocitos, reduzindo a secrec¢ao de IL-1B e aumentando a
de TGF-B in vitro, ainda que seus efeitos na maturacéo e funcéo astrocitaria no contexto de
doencas neurodegenerativas nao seja completamente conhecido (126)

Corroborando com estes estudos, nossos resultados mostram que mediante tratamento
com propionato e butirato, culturas organotipicas de hipocampo expostas aos APOs
apresentaram reducdo na secrecdo de todas as citocinas analisadas: TNF-a, IL-1p, IL-6, pro-
inflamatodrias, e também IL-10, anti-inflamatoria. Ainda que os mecanismos desencadeados por
estes SCFAs ndo tenham sido avaliados, uma provavel explicacdo poderia estar baseada na
inducdo de um ambiente anti-inflamatorio no tecido, via modulacéo da microglia, desencadeada
pelo tratamento com propionato de sédio e o butirato de sodio. Concomitantemente,
observamos um aumento nos niveis de IL-10 induzida pelos ABOs que também foram reduzidos
pelos SCFAs. O aumento desta citocina poderia ser um mecanismo de protecdo intrinseca do
tecido face a toxicidade desencadeada pelos ABOs e que também foi modulada pelo propionato
e butirato. Por outro lado, a reducdo na producédo e secre¢do de citocinas pro-inflamatorias pode
induzir por feedback positivo também na reducéo da secre¢do de IL-10, uma vez que ndo ha o

microambiente inflamatorio para ser equilibrado (170).
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Nesse contexto, a area de neuroimunologia tem expandido vastamente o entendimento
da DA, uma vez que a microgliose e astrogliose sdo componentes marcantes na fisiopatologia
da doenca. Analises de genoma completo j& mostraram que diversos fatores de risco genético
estdo associados a genes expressos exclusivamente ne microglia no SNC, como TREM2 e
CD33 (139). Além disso, analises de transcriptoma de célula Unica levaram a definicdo de um
perfil microglial associado a doenca (DAM - Disease associated microglia), que consiste no
aumento da expressdo de genes pro-inflamatérios e reducéo de genes homeostaticos (171,172).
No entanto, o efetivo papel da microglia na DA parece ser elusivo, pois € necessaria a ativagdo
de um perfil fagocitico por meio de receptores de membrana, como TREM2 e receptores TAM,
para a limpeza de peptideos neurotdxicos e neuritos distroficos (173,174), porém esse processo
também desencadeia a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias com consequente dano tecidual
(142,175). Importantemente, parte consideravel do dano tecidual se d& pela comunicagédo
microglia-astrocito levando a ativacdo de vias inflamatdrias e perda de funcdes de manutencéo
neuronal (143,175). Essa transicdo da funcdo microglial provavelmente esta atrelada ao estagio
de progressdo da DA, de forma que o entendimento dos fatores que podem modular essas
fungdes pode abrir horizontes para novas abordagens terapéuticas.

Outra possivel explicacdo para o resultado sobre as citocinas obtido com NaBut e
NaProp consiste na inativacao direta da producéo de citocinas pela microglia e pelos astrdcitos
induzida pelos SCFAs, seja por sinalizagéo via receptores (169) seja por modulagao epigenética
via acetilagcdo de histonas (120,124,170). Nesse contexto, a acetilacdo de histonas tem se
mostrado muito relevante para maturacdo e ativacdo microglial. Isso foi evidenciado em
animais que quando sofrem nocaute para HDAC1 e HDAC?2 no periodo pré-natal apresentam
baixo nimero de células devido a elevada apoptose. Porém, quando o nocaute ocorre no periodo
adulto células microgliais ndo sé sobrevivem como também respondem melhor contra o AP,
levando a menor deposi¢do e melhora cognitiva (176). Dessa forma, a memdria imune inata da
microglia, caracterizada por treinamento ou tolerdncia a dado estimulo, é mediada por
acetilacdo de histonas e possivelmente outras alteracdes epigenéticas (177).

Nesse sentido, resultados prévios do nosso grupo ja demonstraram que o tratamento de
animais com butirato de sédio leva a uma reducéo de citocinas pré-inflamatorias no hipocampo
e no cortex frontal de camundongos injetados com ABOs. Uma vez que o butirato € conhecido
como um potente inibidor de HDAC, o que ja foi associado a inducdo de um perfil anti-
inflamatério da microglia (124,166,178), nds observamos que camundongos tratados
intraperitonealmente com butirato apresentaram um aumento na acetilacdo das histonas 3 e 4

no hipocampo, as quais desempenham uma importante funcdo na modulacdo epigenética
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microglial. Este resultado corrobora com a teoria de que os SCFAs sdo mediadores da
comunicacdo no eixo microbiota-intestino-cérebro (28,73,91).

Ainda relacionado ao efeito dos SCFAs sobre a fungéo microglial, foi constatado pelas
imagens de imunofluorescéncia que o butirato € capaz de reduzir 0 numero de células da
microglia positivas para IBA-1. A expressdo de IBA-1 € restrita a populacbes de macrofagos e
se apresenta aumentada mediante ativagdo microglial, estando relacionada a motilidade da
membrana (179). Isso pode ser indicativo, pelo menos para o butirato, de que a maior parte da
microglia se torna inativa quando exposta a este SCFA. Os outros metabdlitos ndo apresentaram
tal reducdo no nimero de células positivas para IBA-1; entretanto, ainda é necessario analisar
outros aspectos dessas células, como intensidade de fluorescéncia e morfologia, uma vez que a
morfologia microglial é um forte indicador do perfil dessa célula com relacdo a resposta imune
(64,124). Ainda que nds ndo observemos diferencas no nimero de células positivas para IBA-
1 entre o grupo controle e o exposto aos APOs, a analise da circularidade celular e do nimero
de processos pode revelar alteracbes microgliais desencadeadas pelos APOs importantes na
mediacdo da neuroinflamagé&o.

Infelizmente nosso modelo in vitro é capaz de responder apenas sobre o papel isolado
da resposta imune inata cerebral no processo neuroinflamatério da DA, no entanto crescentes
evidéncias apontam para um papel importante da resposta imune periférica e adaptativa na
modulacdo da doenca. Pacientes acometidos pela DA apresentam disfuncdo da vasculatura
linfatica cerebral e uma marcante reducdo na populacdo de linfocitos CCR7+, o que foi
reproduzido em modelo murino transgénico para a doenca (5XxFAD) e permitiu observar que
tanto camundongos com pouca cobertura linfatica quanto os nocautes para CCR7 tem a
progressdao da doenca agravada. Interessantemente, os modelos utilizados apresentaram
aumento de deposicdo de AP, da microgliose e superexpressdo do perfil DAM, além de
reduzirem drasticamente a eficacia do tratamento com m-Aducanumab, o anadlogo murino de
um anticorpo anti-Ap atualmente aprovado para uso em humanos (62,180). Camundongos com
vasculatura linfatica restaurada e perfil de linfocitos modulado tiveram melhora em testes
cognitivos. Isso indica que a modulacdo do sistema imune adaptativo pode ser um importante
alvo terapéutico para modulacdo da DA, o que coloca os SCFAs em destaque, uma vez que

estes sdo capazes de influenciar a diferenciacao de linfocitos circulantes a partir do intestino.
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AlteracBes cognitivas e comportamentais podem ser avaliadas em modelos
experimentais, o que as torna muito informativa para doencas do SNC como a DA (147,181).
Nesse sentido, dada a correlacdo entre dishiose intestinal e as disfuncdes cerebrais (182),
estudos recentes focados na modulacdo da microbiota intestinal demonstraram o potencial dos
metabdlitos microbianos na modulacdo da cognicdo e do comportamento. Por meio de
transplante de microbiota fecal ¢ possivel aliviar o acimulo de AP, disfuncdo sinaptica,
neuroinflamacdo e déficits cognitivos observados em modelos transgénicos da DA
(camundongos APP/PS1) (154). Similarmente, o tratamento de camundongos triplo-
transgénicos para a DA (3xTg) com probidticos levou a reducdo de citocinas inflamatdrias,
dano tecidual e declinio cognitivo (183). Nesse sentido, 0s experimentos in vivo até 0 momento
indicam que a suplementacdo com os SCFAs pode ser benéfica para o aprendizado e a memoria,
como visto nos testes de NOR e esquiva passiva, apresentando potencial neuroprotetor.

Além de alteracdes cognitivas, a DA apresenta como comorbidades transtornos
emocionais como depressao e ansiedade, que também podem ser modulados pela composicao
da microbiota intestinal. Tendo em vista duas teorias da fisiopatologia da depressdo, a
deficiéncia de monoaminas (184) e o distirbio da neurogénese (185), evidéncias clinicas
mostram que a neuroinflamac&o e a reducao nos niveis de SCFAs estdo associados a ocorréncia
da doenca (185-187). Em contrapartida, o tratamento com butirato apresenta efeitos
antidepressivos que revertem sintomas comportamentais em camundongos (117,188-190).
Nesse sentido, o teste do nado for¢cado mostrou que animais tratados com os SCFASs
apresentaram menor comportamento do tipo-depressivo do que animais injetados com ABOs e
ndo tratados. Esse resultado estd de acordo com o padrdo encontrado nos testes cognitivos. Ja
alteracdes de comportamento ansioso foram avaliadas nos testes de esconder esferas e de
supressdo alimentar pela novidade. O primeiro ndo demonstrou alteragdes em nenhum grupo.
J& no teste da supressdo alimentar, a maior diferenca foi com relagdo a presenga ou ndo da
suplementacdo com SCFAS sem aparente associagdo com a inje¢do dos ABOs. Devido ao
potencial dos SCFAs em modular também o metabolismo (191-193), fica dificil definir se os
animais estavam de fato menos ansiosos ou apenas com mais fome, pois 0s grupos tratados

comeram mais rapido na fase de teste e se alimentaram mais no p6s-teste também.
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Como discutido anteriormente, a disbiose intestinal tem sido relacionada ao
desenvolvimento de diversas doengas do SNC. Considerando as crescentes evidéncias
sugerindo que os metabdlitos microbianos exercem um papel central no eixo intestino-cérebro,
para testar a hipotese que os SCFAs modulam o0s processos cognitivos realizamos um
experimento onde a microbiota intestinal foi depletada e, posteriormente, os SCFAs
suplementados na agua de beber. Nossos resultados preliminares sugerem que a microbiota
intestinal desempenha um papel importante para o aprendizado e a manutencao da memoria dos
animais. Paradoxalmente, sua auséncia parece proteger contra o declinio cognitivo induzido
pelos ABOs, de acordo com o teste de NOR. Por outro lado, animais depletados da microbiota
e suplementados com SCFAs pareceram melhorar a memdria de reconhecimento quando
comparados com animais sem deplecdo da microbiota e suplementados com SCFAs.

Esse achado esta de acordo com parte da literatura recente mostrando que a auséncia da
microbiota intestinal resulta na reducdo de biomarcadores das doencas de Alzheimer (194) e
Parkinson (195). Uma possivel explicacéo seria pelo perfil de maturacdo microglial que animais
GF adquirem, o qual é caracterizado por aumento da quantidade e comprimento das
ramificacdes e hiper responsividade a estimulos (96). Somado a isso, achados recentes mostram
que a ativacdo microglial é importante nos estagios iniciais da DA, mas que tende a gerar um
perfil hiper inflamatério a longo prazo (130). Dessa forma, é possivel inferir que a microglia
hiper-responsiva ao estimulo de AP pode apresentar uma boa resolugdo da doenga no modelo
murino, mas ndo foi testada na forma crénica em animais idosos. Ademais, animais GF
apresentam alteracGes no sistema imune periférico que provavelmente podem se refletir na
atividade microglial frente a um desafio. Entretanto, os mecanismos de controle da DA pelo
sistema imune ainda ndo sdo completamente conhecidos, bem como 0s mecanismos que
medeiam a conversa entre a microbiota intestinal e 0 SNC ainda permanece por ser elucidado.

Nossos resultados, ainda que preliminares, uma vez que 0 desenvolvimento
experimental foi severamente afetado pela pandemia de COVID-19, sugerem que 0s SCFASs
potencialmente exercem efeitos neuroprotetores frente ao processo neurodegenerativo induzido
pelos APOs. Dessa forma, mais estudos serdo realizados para finalizar as andlises
comportamentais e determinar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito da suplementacéo

com os SCFAs contra a toxicidade desencadeada pelos ABOs.
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6. CONCLUSOES PARCIAIS

Apesar de a literatura apresentar resultados conflitantes sobre a modulacdo da
microbiota intestinal e alteracGes cognitivas na DA, o papel dos SCFAs na modulacdo de
diversas funcdes bioldgicas, incluindo aquelas relacionadas a fisiologia cerebral, tem recebido
consideravel destaque nos ultimos anos. Ainda que mais experimentos sejam necessarios para
compreender o papel dos SCFAs em nosso modelo, nossos resultados preliminares apontam
que os SCFAs, principalmente o butirato, tem potencial promissor para modular a atividade da

microglia e as alteragdes cognitivas desencadeadas pelos ABOs.

7. PERSPECTIVAS

Devido a pandemia de COVID-19, muitos experimentos planejados para esta
dissertacdo foram severamente comprometidos. Por isso, ainda é necessario repetir os testes de
comportamento e analisar a microscopia confocal em maior aumento para confirmacdo dos
resultados obtidos neste projeto. Ainda assim, fomos capazes de publicar um artigo de revisao
na revista Frontiers in Endocrinology intitulado “The Role of Short-Chain Fatty Acids From
Gut Microbiota in Gut-Brain Communication” focado no assunto da dissertacdo dentro do
prazo de execucdo do mestrado. Por fim, para aprofundar o conhecimento do papel dos SCFAS
sobre o processo neuroinflamatério da DA eu darei continuidade ao projeto no doutorado com
novos experimentos. Os novos objetivos para o0 projeto sao:

1. Investigar o efeito dos SCFAs sobre a morfologia microglial e a neuroinflamacéo
induzidas pelos ABOs;

2. Investigar o efeito dos SCFAs sobre a capacidade de fagocitose de APOs pela
microglia;

3. Investigar o efeito dos SCFASs sobre a toxicidade sindptica induzida pelos ABOs;

4. Investigar o efeito dos SCFAs sobre o perfil fenotipico de células T circulantes e
infiltrantes no parénquima cerebral;

5. Investigar o papel de células T circulantes e infiltrantes no parénquima cerebral na

mediacdo dos efeitos dos SCFAs sobre altera¢des comportamentais induzidas pelos ABOs.
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A substantial body of evidence supports that the gut microbiota plays a pivotal role in
the regulation of metabolic, endocrine and immune functions. In recent years, there has
been growing recognition of the involvement of the gut microbiota in the modulation
of multiple neurochemical pathways through the highly interconnected gut-brain axis.
Although amazing scientific breakthroughs over the last few years have expanded our
knowledge on the communication between microbes and their hosts, the underpinnings
of microbiota-gut-brain crosstalk remain to be determined. Short-chain fatty acids
(SCFAs), the main metabolites produced in the colon by bacterial fermentation of dietary
fibers and resistant starch, are speculated to play a key role in neuro-immunoendocrine
regulation. However, the underlying mechanisms through which SCFAs might influence
brain physiology and behavior have not been fully elucidated. In this review, we outline the
current knowledge about the involvement of SCFAs in microbiota-gut-brain interactions.
We also highlight how the development of future treatments for central nervous system
(CNS) disorders can take advantage of the intimate and mutual interactions of the
gut microbiota with the brain by exploring the role of SCFAs in the regulation of
neuro-immunoendocrine function.

Keywords: central nervous system, neuroinflammation, gut-brain axis, gut microbiota, short-chain fatty acids

INTRODUCTION

The human body is inhabited by a wide variety of commensal microorganisms collectively called
the microbiota. This host microbiota colonizes the skin and several mucosal cavities (nasal, oral,
pulmonary, and vaginal); however, it is in the gastrointestinal (GI) tract that these organisms reach
extraordinary densities since trillions of bacteria, fungi, and viruses coexist in symbiosis with the
host for potential mutual benefit (1-3). Despite its significant influence on the state of human
health and the development or progression of diseases, it is only in the last 20 years that our
gut microbiota has become the focus of intense studies. Therefore, its pivotal roles in protecting
against pathogens, regulating metabolic, endocrine, and immune functions and in influencing drug
metabolism and absorption have started to be elucidated (4, 5). Further, it was recently unveiled
that the influence of the microbiota is not restricted to the GI tract; it plays a major role in the
bidirectional communication between the GI tract and the central nervous system (CNS). The
growing body of evidence indicating that the gut microbiota exerts a profound influence on key
brain processes has led to the development of the microbiota-gut-brain axis concept, which has
attracted the interest of researchers worldwide (6-11).
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Although the precise mechanisms involved in the crosstalk
between the gut microbiota and brain remain to be fully
determined, there are a number of potential pathways through
which the gut microbiota can influence brain function (9).
Microorganisms can influence CNS processes bidirectionally via
the vagus nerve (12) and through modulation of the immune
system (6), the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis (13,
14), and tryptophan metabolism (15), along with their ability to
synthetize a number of neurotransmitters (16-18) and produce
metabolites, such as short-chain fatty acids (SCFAs), that possess
neuroactive properties (17, 19-21).

The SCFAs acetate, propionate, and butyrate are the main
metabolites produced in the colon by bacterial fermentation of
dietary fibers and resistant starch (22). In addition to the long-
known role of the colon in energy supply and trophic factors
(22), as well as the regulation of T regulatory (Treg) cell colonies
(23, 24), growing evidence supports the idea that SCFAs also
exert crucial physiological effects on several organs, including
the brain (17, 20, 21). This hypothesis is supported by studies in
animals and humans showing that gut microbiota dysbiosis has
been implicated in behavioral and neurologic pathologies, such as
depression, Alzheimer’s (AD) and Parkinson’s (PD) diseases and
autism spectrum disorder (ASD) (9, 21, 25-27). Furthermore,
microbiota manipulation and SCFA administration have been
proposed as treatment targets for such diseases (28).

In this review, we outline the current knowledge about the
involvement of acetate, propionate, and butyrate in microbiota-
gut-brain interactions. We also highlight how the development
of future treatments for CNS disorders can take advantage of
the intimate and mutual interactions of the gut microbiota with
the brain by exploring the role of SCFAs in the regulation of
neuro-immunoendocrine function.

THE MICROBIOTA-GUT-BRAIN AXIS

The modulation of gut physiology by the CNS and its effects on
gut function such as motility, secretion, blood flow, nociception,
and immune function during neurological stressors are well-
documented (17, 29, 30). Further, brain to gut signaling can
directly affect the microbiota, either via immune system or
gut functions such as motility, release of neurotransmitters and
intestinal immune tone (12, 17, 21, 31). Comparatively, gut
to CNS signaling has been studied for a short period, and

Abbreviations: AB, amyloid-f peptide; AD, Alzheimer’s disease; ASD, autism
spectrum disorder; aSyn, a-synuclein; BBB, blood-brain barrier; BDNF, brain-
derived neurotrophic factor; BHB, B-hydroxybutyrate; CNS, central nervous
system; DA, dopamine; EAE, experimental autoimmune encephalopathy; FFAR,
free fatty acid receptor; FMT, fecal microbiota transplantation; GABA, y-
aminobutyric acid; GDNE, glial cell line-derived neurotrophic factor; GE germ
free; GH, growth hormone; GI, gastrointestinal (tract); GLP-1, glucagon-like
peptide 1; GOS, galacto-oligosaccharides; GPCR, G protein-coupled receptors;
HCAR?2, hydrocarboxylic acid receptor; HDACs, histone deacetylases; HDACi,
HDAC inhibitor; HPA, hypothal pituitary-adrenal; LPS, lipopolysaccharide;
MCT, H"-coupled monocarboxylate transporter; MS, multiple sclerosis; NA,
noradrenaline; NGF, nerve growth factor; PD, Parkinson’s disease; PKCS, protein
kinase C3; PYY, peptide YY; 5-HT, serotonin; SCFAs, short-chain fatty acids;
SMCTS, sodium-coupled monocarboxylate transporters; SPF, specific pathogen-
free; Tregs, T-regulatory lymphocytes.
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the mechanisms underlying this crosstalk are starting to be
understood (13, 32). It is noteworthy that several brain disorders
have been linked to imbalances in the microbial composition of
the gut (17, 19, 29, 33-37); however, whether these alterations in
the microbiota are induced by brain signaling or whether brain
dysfunction is driven by changes in the gut microbiota remains
to be fully determined.

Although a more compelling causal relationship between
altered gut microbial composition and brain dysfunction
is still needed, it has been shown that disruption in the
neuronal and microbial organization in prenatal and postnatal
periods of mammalian development may lead to the onset of
neurodevelopmental and other brain disorders later in life (9,
38-40). In a similar way, growing evidence has shown that
alterations in maternal microbiome during pregnancy, such as
use of antibiotics or probiotics (41, 42), variations in diet (43),
immune activation (44, 45), and exposure to stress (46) can
modulate the microbiome, neurodevelopment, and behavior of
offspring in both rodents and humans (9, 29). Furthermore,
delivery mode (47) and early-life occurrences such as feeding
changes, infection, and antibiotics treatment (48, 49) have a huge
effect on the gut microbiota composition with a long-term impact
on brain and behavior (9, 29).

Under physiological conditions, activation of immune cells
and production of cytokines can have a minor impact in the
CNS. However, chronic systemic inflammation, mostly in the
form of infections, has long been associated with behavioral
alterations and cognitive dysfunction (50, 51). It is now widely
known that peripheral insults that cause a systemic inflammatory
response might affect ongoing inflammation in the CNS mainly
by microglial activation, production of inflammatory molecules,
as well as recruitment of peripheral immune cells into the
brain, thus shaping a cerebral inflammatory milieu that may
seriously affect neuronal function (50, 52, 53). Noteworthy,
during gut pathologies with increased permeability of the
intestinal barrier, the translocation of bacterial products can
increase the production of cytokines and impact the blood-
brain barrier (BBB), leading to more intense harmful effects
(37). Further, it has already been shown that several bacterial
strains can modify levels of neurotransmitter precursors in the
gut lumen and even independently synthesize (or modulate
the synthesis of) a number of neurotransmitters, including
y-aminobutyric acid (GABA), serotonin (5-HT), dopamine
(DA), and noradrenaline (NA) (16-18). These neurotransmitters
can potentially influence microglial activation and several
cerebral functions (54). Additionally, the sympathetic branch
of the autonomic nervous system is also involved in intestinal
homeostasis and immune regulation (30). Conversely, the gut
microbiota can interact with the CNS via gut modulation or
directly via metabolites and endotoxin translocation from the
lumen to the circulation (9, 17, 21). Possible signal transducers
involved in the communication of the microbiota with the
CNS include enterochromaffin cells, which can bind several
microbial products and secrete serotonin into the lamina propria,
increasing colonic and blood concentrations of 5-HT (55, 56).
Gut-brain communication can also be achieved through vagus
nerve signaling (57). Changes in enteric neuron activity perceived
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by the vagus nerve are essential for mediating satiety, stress,
and mood (12, 58, 59). Given the close physical proximity,
gut bacteria can interact with and activate the vagus nerve,
thereby exerting effects upstream to the CNS. This notion is in
full accordance with early studies showing that oral inoculation
with pathogens or probiotics induces activation of the vagal
sensory neurons that innervate the GI affecting the regulation
of CNS functions, and this effect is absent in vagotomized mice
(32, 58, 60). However, whether the vagus nerve is activated by
physical interaction with bacteria or through soluble microbial
components remain to be determined.

Finally, bacterial metabolic byproducts including SCFAs
are often considered key candidate mediators of gut-brain
communication, and altered SCFA production has been
demonstrated in a variety of neuropathologies (19, 21, 33-35).

METABOLISM AND PERIPHERAL
EFFECTS OF SCFAS

SCFAs are small organic monocarboxylic acids with a chain
length of up to six carbons atoms and are the main products of
the anaerobic fermentation of indigestible polysaccharides such
as dietary fiber and resistant starch produced by the microbiota
in the large intestine (61, 62). Comprised mostly of acetate (C2),
propionate (C3), and butyrate (C4) (63, 64) in an approximate
molar rate of 60:20:20, respectively (65), approximately 500-600
mmol of SCFAs are produced in the gut per day depending
on the fiber content in the diet, microbiota composition, and
gut transit time (66, 67). Although anaerobic fermentation of
fibers is the largest source of SCFAs, acetate, propionate, and
butyrate can also be produced from amino acid metabolism (68).
However, less than 1% of the large intestine microbiota uses
these metabolic pathways to produce SCFAs (69, 70). Protein
fermentation usually takes place in the distal large intestine
where carbohydrates are already depleted and also leads to the
production of potentially toxic metabolites, such as ammonia,
phenols, and sulfides, as well as unique branched-chain fatty acids
(BCFA) (69, 71). Further, acetate produced from acetyl-CoA
derived from glycolysis can also be transformed into butyrate
by the enzyme butyryl-CoA:acetyl-CoA transferase (72, 73), and
bovine milk fats also provide a source of butyrate (74).

Following their production, SCFAs are absorbed by
colonocytes, mainly via H"-dependent or sodium-dependent
monocarboxylate transporters (MCTs and SMCTs, respectively)
(75). MCTs show different subtypes and expression patterns
in different tissues. SCFAs that are not metabolized in the
colonocytes are transported into the portal circulation and are
used as an energy substrate for hepatocytes (76), except for
acetate that is not oxidized in the liver (76). Therefore, only
a minor fraction of colon-derived acetate, propionate, and
butyrate reaches the systemic circulation and other tissues (65).
In this context, it is important to note that most of the recent
works regarding microbial-derived SCFA, mainly in human
studies, use fecal concentrations as a proxy of the production
in the colon (17, 19, 29, 33-37). Although it represents a valid
approach, there are many potential sources of bias, such as
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intestinal transit and permeability, metabolite transportation,
and sample handling (77). Thus, these drawbacks must be
taken into account when concluding the effects of administered
SCFAs, given that some experiments might be conducted under
non-physiological conditions.

SCFAs improve the gut health through a number of local
effects, ranging from maintenance of intestinal barrier integrity,
mucus production, and protection against inflammation to
reduction of the risk of colorectal cancer (78-81). Although a
thorough comprehension of signaling triggered by SCFAs is still
lacking, it is already known that SCFAs bind to G protein-coupled
receptors (GPCRs). The best-studied SCFA receptors are GPR43
and GPR4l, later renamed free fatty acid receptor (FFAR2)
and FFAR3, as well as GPR109a/HCAR2 (hydrocarboxylic acid
receptor) and GPR164, which are expressed in a vast array of cells,
from the gastrointestinal mucosa to the immune and nervous
systems (82, 83). The effects of activation of these receptors differ
greatly depending on the cell on which they are expressed. For
instance, binding of SCFAs to their receptors on enteroendocrine
cells results in stimulated secretion of glucagon-like peptide
1 (GLP-1) and peptide YY (PYY) (84), while signaling in B-
pancreatic cells leads to increased insulin secretion (85).

Another mechanism by which SCFAs regulate systemic
functions is through the inhibition of histone deacetylase
(HDAC) activity, thus promoting the acetylation of lysine
residues present in nucleosomal histones throughout various
cell populations (20). This intracellular signaling mechanism has
been found in both the gut and associated immune tissue (86), as
well as in the peripheral nervous system and CNS (20).

Although only a minor fraction of colon-derived SCFAs
reaches the systemic circulation and other tissues, their effects on
different organ and systems have recently been widely outlined.
One of the best-documented effects of SCFAs is on the immune
system since butyrate is capable of inducing Treg differentiation
and controlling inflammation (17, 23, 24, 87). Although fine-
tuning of the gut immune response to the microbiota is still
a matter of debate, microbiota metabolites are capable of
alleviating or worsening gut conditions such as inflammatory
bowel disease (88). Effects on brown adipose tissue activation
(89), regulation of liver mitochondrial function (90), whole-body
energy homeostasis (91), and control of appetite (89) and sleep
(10) have been attributed to all SCFAs. Further, the influence of
the microbiota and the effects of SCFAs on the CNS have been a
matter of intense debate in the last few years.

SCFAS AND THE BRAIN

In addition to exerting local effects in the colon and in the
peripheral tissues, SCFAs are speculated to play a pivotal
role in microbiota-gut-brain crosstalk (Figure 1). The abundant
expression of MCTs in endothelial cells (75, 92) might facilitate
crossing of the BBB by SCFAs since brain uptake of SCFAs
has previously been demonstrated in rats following injection
of 1C-SCFAs into the carotid artery (93). Although studies on
physiological concentrations of SCFAs in the brain are scarce,
all three metabolites are detectable in the human cerebrospinal
fluid (CSF), typically in the range of 0-171 M for acetate,
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FIGURE 1 | Potential pathways through which SCFAs influence gut-brain communication. Short-chain fatty acids (SCFAs) are the main metabolites produced by the
microbiota in the large intestine through the anaerobic fermentation of indigestible polysaccharides such as dietary fiber and resistant starch. SCFAs might influence
gut-brain communication and brain function directly or indirectly. Following their production, SCFAs are absorbed by colonocytes, mainly via H* -dependent
monocarboxylate transporters (MCTs) or sodium-dependent monocarboxylate transporters (SMCTs). Through binding to G protein-coupled receptors (GPCRs) such
as free fatty acid receptor 2 and 3 (FFAR2 and FFAR3), as well as GPR109a/HCAR2 (hydrocarboxylic acid receptor) and GPR164 or by inhibiting histone
deacetylases, SCFAs influence intestinal mucosal immunity, and barrier integrity and function. SCFA interaction with their receptors on enteroendocrine cells promotes
indirect signaling to the brain via the systemic circulation or vagal pathways by inducing the secretion of gut hormones such as glucagon-like peptide 1 (GLP1) and
peptide YY (PYY), as well as y-aminobutyric acid (GABA), and serotonin (5-HT). Colon-derived SCFAs reaches the systemic circulation and other tissues, leading to
brown adipose tissue activation, regulation of liver mitochondrial function, increased insulin secretion by B-pancreatic cells, and whole-body energy homeostasis.
Peripherally, SCFAs influence systemic inflammation mainly by inducing T regulatory cells (Treg) differentiation and by regulating the secretion of interleukins. SCFAs
can cross the blood-brain barrier (BBB) via monocarboxylate transporters located on endothelial cells and influence BBB integrity by upregulating the expression of
tight junction proteins. Finally, in the central nervous system (CNS) SCFAs also influence neuroinflammation by affecting glial cell morphology and function as well as by
modulating the levels of neurotrophic factors, increasing neurogenesis, contributing to the biosynthesis of serotonin, and improving neuronal homeostasis and
function. Together, the interaction of SCFAs with these gut-brain pathways can directly or indirectly affect emotion, cognition, and pathophysiology of brain disorders.
Figure of this review was created with BioRender (https://biorender.comv).

0-6 .M for propionate, and 0-2.8 uM for butyrate (94). An  was reported (95). Furthermore, the levels of butyrate in the
average concentration of 17.0 pmol/mg of tissue for butyrate  brain of mice supplemented with live Clostridium butyricum
and 18.8 pmol/mg of tissue for propionate in the human brain  reached a range from 0.4 to 0.7 pmol/g, which was about
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an order of magnitude higher than concentrations reported in
peripheral blood (96, 97). In addition to crossing BBB, SCFAs
seem to play an important role in maintaining its integrity,
which is tightly associated with controlled passage of molecules
and nutrients from the circulation to the brain, playing a
central role in brain development and the preservation of CNS
homeostasis. Supporting the notion that SCFAs regulate the
BBB function, germ-free (GF) mice show reduced expression
of tight junction proteins such as claudin and occludin,
leading to increased permeability of the BBB from intrauterine
life to adulthood (98). Furthermore, recolonization of these
adult mice with a complex microbiota or monocolonization
with SCFA-producing bacterial strains recovers the integrity
of the BBB (98). Similarly, treatment of an in vitro model
of cerebrovascular endothelial cells with propionate attenuates
the permeabilizing effects of exposure to lipopolysaccharide
(LPS) (99).

Accumulating evidence suggests that SCFAs that cross into
the CNS have neuroactive properties. Although the precise
mechanisms involved in the action of SCFAs on the CNS remain
largely unknown, a multitude of animal studies have shown
that they exert widespread influence on key neurological and
behavioral processes and may be involved in critical phases of
neurodevelopmental and neurodegenerative disorders (17, 21,
29, 36, 100).

SCFAs and Microglia
The development of the nervous system is marked by the
sculpting of the neuronal networks shaping the functional neural
circuitry that is critical for normal cognitive, emotional, and
social domains. In this context, glial cells, especially microglial
cells, have been increasingly recognized to play a critical role in
the elimination of excess or unnecessary synaptic connections,
which is necessary for the maturation and refinement of circuits
and connections in the nervous system (101, 102). Therefore,
control of innate immune function in the CNS is critical
for brain development, and the gut microbiota seems to play
a pivotal role in the development and functionality of the
immune system in the CNS. The results reported by Erny and
collaborators shed light on how the microbiota might influence
microglial maturation and function (6). While microglia from
specific pathogen-free (SPF) mice shows normal maturation
and function, non-colonized young GF mice exhibit stunted
microglia under homeostatic conditions. It is noteworthy that the
oral application of a mixture of the three major SCFAs acetate,
propionate, and butyrate was sufficient to drive maturation of
microglia in GF mice (6). Although the mechanisms involved
in the control of maturation and function of microglia by
SCFAs remain to be determined, the activation of FFAR2 could
be conceivable since FFAR2-deficient mice displayed microglia
reminiscent of those found in GF mice (103).
Neuroinflammation is also an important process shaping
brain function. Similar to observations in GF mice, perturbations
of the gut microbiota by antibiotics systemically produce altered
immune responses in experimental models, notably toward a
pro-inflammatory profile (6). This is also true in the CNS,
which becomes more prone to extreme inflammatory responses
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when the microbiota is depleted by antibiotics early in life
(104). It was shown that antibiotic-induced perturbations in
gut microbial diversity influence neuroinflammation with altered
microglial morphology (105-107). On the other hand, several
studies have reported that sodium butyrate is capable of
decreasing microglial activation and pro-inflammatory cytokines
secretion (108-110). Also, butyrate treatment in vitro and in vivo
induces morphological and functional changes in the microglia
toward a homeostatic profile and inhibits LPS-induced pro-
inflammatory modifications (109) and depression-like behavior
(110). Likewise, acetate treatment of microglia primary culture
has been shown to reduce inflammatory signaling through
reduced IL-1B, IL-6, and TNF-a expression and p38 MAPK,
JNK, and NF-kB phosphorylation (111). Similarly, acetate was
also able to modulate inflammatory cytokines and signaling
pathways in astrocyte primary culture (112). Although the precise
signaling involved in the effects of SCFAs on microglia remain
unveiled, inhibition of HDACs, which results in epigenetically
regulated gene expression, has been considered the main effector
mechanism triggered by SCFAs (113). In this way, histone
acetylation seems to modulate glial cells in an anti-inflammatory
and neuroprotective manner. Therefore, taking into account the
role of microglia in shaping neuronal networks and the influence
of the microbiota on this process, SCFAs might provide new
methods to modulate the brain immunity disruption underlying
neurodevelopmental and neurodegenerative disorders.

SCFAs and Neurons

Apart from providing the cells with energy and affecting
microglia maturation, these microbial metabolites also seem
to influence neuronal function. It was described that SCFAs
may modulate the levels of neurotransmitters and neurotrophic
factors. Acetate has previously been shown to alter the levels
of the neurotransmitters glutamate, glutamine and GABA
in the hypothalamus and increase anorexigenic neuropeptide
expression (114). Propionate and butyrate exert an influence on
the intracellular potassium level, which implies the involvement
of SCFAs in the operation of cell signaling systems (115).
In particular, these SCFAs regulate the expression levels of
tryptophan 5-hydroxylase 1, the enzyme involved in synthesis
of serotonin, and tyrosine hydroxylase, which is involved
in a rate-limiting step in the biosynthesis of dopamine,
noradrenaline and adrenaline; therefore, producing an effect
on brain neurochemistry (21, 55, 56, 116, 117). Antibiotic
depletion of the microbiota also results in hippocampal
neurogenesis and memory impairments, which can be partially
recovered by the reconstitution of specific SPF microbiota
and completely recovered by probiotic treatment or exercise
(118). This cognitive deficit might be associated with changes
in the expression of cognition-relevant signaling molecules
such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF), N-methyl-
D-aspartate receptor subunit 2B, serotonin transporter and
neuropeptide Y system (119).

Neurotrophic factors, such as nerve growth factor (NGF),
glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), and BDNF
that regulate the growth, survival and differentiation of neurons
and synapses in the CNS also play important parts in learning
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and memory and in a range of brain disorders have been also
shown to be modulated by SCFAs (120-123). BDNF expression,
neurogenesis, and neural proliferation in rodents (124-126), as
well as facilitation of long-term memory consolidation, were
stimulated by sodium butyrate (127). Further, physiological levels
of all three SCFAs were shown to increase the growth rate
of human neural progenitor cells and induce more cells to
undergo mitosis (128), affording some hints of how SCFAs could
regulate early neural system development. Further, SCFAs show
effects on several neural functions, such as enhancing sleep
(10), suppressing the activity of orexigenic neurons that express
neuropeptide Y in the hypothalamus (89), and modulating the
signaling triggered by the ghrelin receptor (129), contributing
to circadian rhythm and appetite control. The seeking for
mechanism involved in the modulation of neuronal function by
SCFAs has unveiled that some of these effects are likely mediated
by the activation of GPR41/GPR43 receptors. Other SCFA effects,
especially of propionate and butyrate, are mediated through their
HDAC inhibitory activity (108, 116).

Because of the similarity of SCFAs with the ketone bodies
aceto-acetate and B-hydroxybutyrate (BHB), studies have been
conducted to elucidate their role during fasting. Accordingly,
fasting has been shown to sharply influence the gene regulation
and protein expression of several MCTs, which alters the uptake
of SCFAs in the gut and their transport to the brain (130). The
regulation of the transporter is likely related to the direction
of energy supplies to tissues during fasting. Moreover, Miletta
and colleagues found that butyrate enhances growth hormone
(GH) secretion in pituitary cells via GPR41/43 activation and
intracellular accumulation of Ca?* (131). This leads to the
hypothesis that butyrate acts as a secondary mediator of
metabolic adaptations of GH during fasting, which mainly
include increased lipolysis and protein retention.

In summary, SCFAs might directly influence the brain
by reinforcing BBB integrity, modulating neurotransmission,
influencing levels of neurotrophic factors and promoting
memory consolidation. However, further studies are needed
to understand the precise mechanisms involved in these
neuroactive effects.

SCFAS AND BRAIN DISORDERS

The synthesis of new proteins is necessary for long-term
changes in synaptic plasticity and learning (132-134). In
this context, learning and long-term memory formation are
improved by enhanced histone acetylation (135), which could
be improved by HDAC inhibitors (HDACi). Given the HDAC
inhibition property of SCFAs, several animal studies have focused
mainly on the use of butyrate to elevate histone acetylation
in the brain during a critical phase of memory formation.
These studies have reported an enhancement of long-term
potentiation (LTP) and contextual fear memory induced by
HDAC inhibition (124, 127, 136, 137), pointing out enteric SCFAs
as a promising learning and memory modulators. Therefore, the
discovery that the microbiota can influence brain physiology
has led to a plethora of experiments involving neurological
disorders. The central hypothesis is supported by experimental
and clinical evidence that the microbiota is altered in such
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diseases, which aggravates the condition, and/or its modulation
might prevent or improve the development and progression
of CNS pathologies (17, 19, 29, 33-37). Interestingly, several
studies have found that the gut microbiome composition and,
consequently, metabolome are altered in many brain disorders
(138-142). Despite the knowledge that microbiota-gut-brain
communication can theoretically occur through multiple systems
(including the autonomic nervous system, enteric nervous
system, neuroendocrine system, and immune system), increased
evidence supports a potential key role of SCFAs in gut-brain
axis signaling, and alterations in this signaling might underpin
CNS disturbances ranging from neurodevelopmental disorders
to neurodegenerative diseases.

SCFAs and Autism Spectrum Disorder
Characterized by  behavioral ~ symptoms  including
communication deficits, repetitive behaviors, and sensitivity
to environmental changes, ASD comprises an array of
neurodevelopmental disorders (143). Imbalances in the
microbial composition of the gut are present in ASD. Support for
this notion originates from animal studies and clinical evidence.
However, the role of SCFAs in ASD is still controversial.
Recently, Sharon and collaborators showed that microbiota
transplantation from human ASD donors into mice could
transfer ASD-relevant behavioral deficits (27). Although Sharon
and coworkers did not evaluate the alteration in SCFAs, children
with ASD have been previously reported to have both lower (144)
and higher (33) fecal SCFA levels than controls. Interestingly,
Wang and coworkers found similar proportions of specific SCFA
and protein fermentation metabolites when comparing children
with ASD with controls, even though the groups were controlled
for gastrointestinal abnormalities, macronutrients intake and
usage of probiotics, prebiotics, and antibiotics (33). However,
neither of the previous studies performed a comprehensive
evaluation of microbiota ecology.

In line with these findings, the microbiota has been suggested
to affect the occurrence and severity of the disease through
an increase in propionate-producing bacteria and a decrease in
butyrate-producing bacteria (145, 146). The study conducted by
Finegold and coworkers also found several pathobionts increased
in the stool of ASD affected children such as Proteobacteria
and hydrogen sulfide producing Desulfovibrio, raising a question
for the causality of microbial metabolites unbalance (145, 146).
Further, propionate-induced autism has become a validated
animal model to study the disease. Administering high
amounts of propionate through subcutaneous, intragastric,
intraperitoneal, or intracerebroventricular routes to rodents has
been suggested to induce high levels of microglia activation,
neurotoxic cytokine production, genetic expression alterations,
abnormal hippocampal histology, and abnormal neurobehaviors,
such as repetitive actions and impaired social interaction (147).
On the other hand, butyrate appears to have a beneficial effect
on social and repetitive behavior in the BTBR mouse model, a
strain-based ASD-like model (148). Epigenetic changes led to
enhanced transcription of inhibitory neurotransmitter pathways
in the frontal cortex, especially through HDAC inhibition (148).
As described above, improvement of BBB impermeability by
butyrate may be another mechanism through which butyrate
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can revert abnormalities in propionic acid-induced autism-like
disorder (143). This evidence points to the importance of balance
of a microbiota but also highlights the difficulty in drawing
conclusions on the role of SCFAs in ASD and the need for more
research in patients with ASD.

SCFAs and Mood Disorders

Despite the complex pathophysiology of mood disorders,
several studies have indicated the participation of the gut
microbiota in the severity of these diseases. Major depression
is one of the most common mood disorders, seriously
impairing the quality of life of patients and is one of the
leading causes of social disability. Untreated depression is
associated with an increased risk of morbidity and mortality,
including suicide. Monoamine deficiency (149) and neurogenesis
disruption (150) are two predominant theories underpinning
depression. Furthermore, it has been shown that inflammation
biomarkers are increased among patients with depression, and
pro-inflammatory cytokines play an important role in the
physiopathology of the disease (150). The importance of the
microbiota in depression is supported by findings that the levels
of SCFAs are decreased in a naturally occurring non-human
primate model of depression (26). In line with these findings,
clinical evidence has shown that fecal SCFA concentrations are
lower in patients with depression than in controls (35, 151).
Moreover, current knowledge shows that butyrate possesses an
antidepressant-like effect that reverses behavioral alterations in
mouse models, such as low energy (126, 152), anhedonia (153),
and cognitive and sociability impairments (154). Therefore,
taking into account the anti-inflammatory property of SCFAs,
dysbiosis followed by decreased levels of these metabolites
could play a role in the inflammation process related to the
development of depression.

Studies on chronic psychosocial stress have also shown a
possible application for prebiotics (154) and SCFAs (8) in
reverting sociability impairment while also reducing stress-
induced corticosterone release. Sodium butyrate has been shown
to be capable of reversing behavioral hyperactivity (155) and
depressive-like and manic-like behaviors in rats (156). There
is also evidence for butyrate’s antimanic effect on a rat
model of bipolar disorder induced by intracerebroventricular
administration of ouabain (157). Contrarily, a microbiome study
in schizophrenic patients at risk of developing psychosis reported
enriched Clostridiales, Prevotella, and Lactobacillus ruminis and
predicted increased SCFA production (141). However, the study
did not perform direct measurement of the metabolites and
further research to confirm whether it is a case of SCFA
overproduction or a specific metabolite unbalance is needed.

SCFAs and Alzheimer’s Disease

Accumulating  evidence has demonstrated that key
neuropathological processes underlying AD might also be
modulated by SCFAs (25, 34, 158, 159). Characterized by
progressive cognitive impairment, AD is the most common
form of dementia (160). Given that AD has a complex pathology
and that therapies that effectively halt the disease progression
are still lacking, recent studies have focused on environmental
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components and diet-based possible prevention strategies by
using transgenic animal models (161, 162). In this context,
several studies have established the benefits of a healthy
microbiome on slowing AD and the correlation of dysbiosis with
disease progression (7, 138, 163). Consistent with this notion,
a study by Zhang and coworkers showed that the microbiota
composition and diversity were perturbed and the level of SCFAs
was reduced in AD mice, predicting alterations in more than
30 metabolic pathways, which may be associated with amyloid
deposition and ultrastructural abnormalities in the APP/PS1
mouse model (25).

It is worth noting that SCFAs interfere with protein-
protein interactions between amyloid-f peptides (AB), thereby
disrupting their assembly into neurotoxic oligomers (34), the
main toxins responsible for synapse dysfunction and cognitive
deficits in AD (164). Given the close relation between gut
dysbiosis and brain dysfunction, fecal microbiota transplantation
(EMT) has been considered a promising therapeutic approach
for the reestablishment of a healthy gut microbial community
and has been shown to have beneficial effects on a plethora
of diseases, including AD. Supporting this hypothesis, APP/PS1
mice exhibited significantly relieved cognitive deficits, Ap
accumulation, synaptic dysfunction, and neuroinflammation,
mainly by the microglia, after FMT from healthy wild-type mice
(165). These protective effects may be related to reversal of
changes in the gut microbiota and SCFAs.

Oral bacteriotherapy through probiotic administration has
become a potential treatment option for neurodegenerative
diseases such as AD. Accordingly, the 3xTg mouse model of AD
treated with probiotics in the early stage showed a promising
reduction of inflammatory cytokines and decreased cognitive
decline associated with reduced brain damage and AP aggregate
accumulation (166). Moreover, other studies have shown
beneficial effects of butyrate and probiotic treatment on cognition
and memory in a D-galactose model of aging, a condition
known to correlate with AD occurrence and progression (137,
167). The model consists of a long term administration of D-
galactose, which can readily be metabolized but eventually leads
to an overproduction of reactive oxygen species, thus causing
genetic and cell damage impairing cognition (137, 168). Finally,
through HDAC inhibition, butyrate administration recovered
memory function and increased expression of genes implicated
in associative learning in the APP/PS1 mouse model of AD (158).

SCFAs and Parkinson’s Disease

SCFAs play a controversial role in Parkinson’s disease (PD),
a synucleinopathy and a multifactorial disorder with strong
environmental influence characterized by tremors, muscle
rigidity, bradykinesia, and impaired gait (169). Aggregation
of the protein a-synuclein (aSyn) is thought to be the main
pathogenic event in PD, which primarily affects dopaminergic
neurons (169). Most PD patients also present gastrointestinal
manifestations due to disturbances of the enteric nervous
system. Hence, there has been great interest in the relationship
between the gut microbiota and the development of the disease.
Accordingly, sequencing of the microbiota of fecal samples
from PD patients revealed reduced populations of Bacteroidetes
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and Prevotellaceae in contrast to increased Enterobacteriaceae
and reduced production of SCFAs when compared to matched
controls (139). However, the presence of gut microbes is
necessary to elicit pathophysiological alterations in a mouse
model of aSyn overexpression, because elimination of the
gut microbiota with antibiotics ameliorated the condition
(169). In contrast, FMT from PD patient donors worsens
disease progression suggesting the presence of specific disease-
promoting microbes (169). Accordingly, Li and colleagues
confirmed that PD patients suffer alterations in the microbiota
that correlate with disease progression, as there is a continuous
decrease in fiber-degrading bacterial strains and an increase in
pathobionts (170). This conversion probably leads to a decrease
in SCFA production and an increase in endotoxin and neurotoxin
production (170). Supporting this hypothesis, growing evidence
has shown that FMT from healthy donors (171) as well as
butyrate administration in animal models of PD improves motor
impairment and dopamine deficiency (172-175).

SCFAs and Sclerosis

Multiple sclerosis (MS) is a neurodegenerative T-cell-mediated
autoimmune disease of the CNS that mainly affects the
myelin sheath around motor neurons. Among its etiological
factors, the imbalance between pro and anti-inflammatory
cells in the immune system seems to play an important role,
which is highly affected by the gut microbiota composition
and can be aggravated by dysbiosis (104, 176, 177). Given
that SCFAs, mainly butyrate, are capable of inducing Treg
polarization, modulation of the gut microbiota toward increased
production of these metabolites could be an interesting
therapeutic approach to MS. In fact, it is noteworthy that oral
administration of SCFAs ameliorated the disease severity of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal
model of MS (87, 178). Specifically, acetate supplementation
is able to induce increased acetyl-CoA metabolism, which
increases histone acetylation, resulting in preserved spinal cord
lipid content and essentially preventing the onset of clinical
symptoms of EAE (179). Furthermore, treatment with butyrate
suppresses demyelination and enhances remyelination through
oligodendrocyte maturation and differentiation (180).

Efforts to modify the course of amyotrophic lateral sclerosis
(ALS) a disease that affects motor neurons but also involves
a stronger genetic basis that leads to the premature death of
those cells, has focused on the gut microbiota composition
and its circulating metabolites (181). A comparative study
conducted in human patients showed an elevated relative
abundance of pathobionts compared to bacterial strains related
to beneficial metabolism function (142). Another study found
that transgenic ALS model mice had worse disease progression
when raised under antibiotic treatment or GF conditions and
identified several bacterial strains correlated with ameliorated or
aggravated disease progression. A small assessment of the human
microbiome/metabolite configuration was also conducted for
comparison (181).

SCFAs and Metabolic Disorders

Much speculation currently surrounds the possible involvement
of the gut microbiota in metabolic disorders such as type 2
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diabetes and obesity. Compelling evidence have shown that the
composition of the gut microbiota is altered in animal models of
obesity and subjects with prediabetes or type 2 diabetes compared
with controls (182-186). Despite differences in the identification
of specific microbiome features responsible for these effects, a
shift in the microbiome composition away from species able to
produce butyrate was one consistent finding in type 2 diabetes
subjects (187). Further, epidemiological and experimental studies
have demonstrated that increased intake of dietary fiber reduces
the risk for developing metabolic diseases (188-190), possibly
by changing gut microbiome composition and diversity with
increased production of SCFAs (187-189).

Animal studies suggest that SCFAs have an important
role in the prevention and treatment of obesity-associated
insulin resistance (89, 114, 191, 192). Mechanisms involved
in the effects of SCFAs, mainly propionate and butyrate, in
the brain responsible for controlling metabolic disorders
include the activation of FFAR2 and FFAR3 receptors
(91). It was shown that activation of these receptors leads
to suppression of the activity of orexigenic neurons that
express neuropeptide Y in the hypothalamus (89), and
the modulation of the signaling mediate by the ghrelin
receptor (129), contributing to circadian rhythm and appetite
control. Studies in rodents show that the administration
of prebiotics that influences a shift in the gut microbiome
toward increased production of butyrate has beneficial
effects associated with higher levels of GLP-1 (193-195), as
well as hypothalamic expression of pro-opiomelanocortin
(196), thereby influencing the hunger-satiety cycle.
Although limited, some of these results were confirmed
in human in vivo studies, as showed that acute rectal
infusions of sodium acetate and SCFA mixtures increased
circulating concentrations of PYY in individuals who were
overweight (197-199).

CONCLUDING REMARKS

The gut microbiota has attracted considerable attention in recent
years, putting it in the spotlight of biomedical research. Recent
studies have suggested that an intestinal bacteria imbalance
plays a role in the development of several disorders. The
bidirectional communication that occurs between the microbiota
and its mammalian host can be mediated through a variety of
mechanisms, and it is clear that the biochemical messengers
produced by the microbiota are an important facet of this
crosstalk. Convincing evidence exists that SCFAs produced by the
intestinal microbiota are involved in gastrointestinal physiology,
immune function, host metabolism, and even in development
and homeostasis of the CNS.

Although our understanding of microbiota-host interactions
has considerably increased over recent years, there is still
an unmet requirement for a deeper understanding of the
complex microbiota-gut-brain communication. Furthermore,
since most studies have been conducted in rodents, one
must be cautious when translating the effects of SCFAs on
humans. Given that SCFAs can regulate CNS processes through
direct and indirect means and ultimately shape behavior and
cognitive function, a thorough comprehension of how these

Frontiers in Endocrinology | www.frontiersin.org

January 2020 | Volume 11 | Article 25

89



Silva et al.

Short-Chain Fatty Acids and Gut-Brain Communication

metabolites participate in these complex gut-brain interactions
may aid in developing novel therapeutic targets for treating CNS
disorders. Further, through their effects on the development and
maintenance of healthy brain function, these metabolites hold
the potential for use as dietary interventions with a range of
psychological functions.
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