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RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que os prebidticos podem influenciar a composic¢ao da
microbiota intestinal, consequentemente impactando a regulagdo do humor. Este estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos dos prebidticos, especificamente
frutooligossacarideos (FOS) e galactooligossacarideos (GOS) na neuroinflamagao,
depressdo e comportamento semelhante a ansiedade em um modelo animal de
obesidade induzida por dieta rica em gordura (HFD). Inicialmente, os camundongos
foram divididos em dois grupos: um grupo controle em uma dieta padrdo (n = 15) e um
grupo em uma HFD por 18 semanas (n = 45). Na 132 semana, o grupo HFD foi
subdividido em grupos experimentais: controle (n = 15), HFD (n = 15), HFD recebendo
prebidticos (n = 15) e HFD recebendo fluoxetina (n = 15). A partir da 132 semana, o grupo
HFD + Prebidticos e HFD + Fluoxetina permaneceram tanto a dieta rica em gordura
quanto nos seus respectivos tratamentos diluidos na agua potavel até a 182 semana. Na
182 semana, todos os camundongos foram submetidos a testes para avaliar o
comportamento, incluindo o Teste de Suspensao da Cauda (TST), Teste de Natagao
Forgada (FST), Teste de respingo de sacarose (SST) e o Teste do Labirinto em Cruz
(PMT), ap6s os qual foram eutanasiados. Os camundongos do grupo HFD exibiram
aumento no peso corporal, tamanho abdominal, glicemia, niveis de triglicerideos,
colesterol, insulina, indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) e maior Interleucina
(IL)-1B sérico em relagdao ao grupo controle. Esses camundongos obesos também
apresentaram aumento no numero de microglia e astrécitos, ativacdo da via TLR4 e
niveis elevados de marcadores neuroinflamatérios como TNF-q, IL-18 e COX-2. Além
disso, os camundongos obesos mostraram aumento na ativagao da via IDO e diminui¢gao
nos niveis de receptores NMDA. Os marcadores de neurogénese e plasticidade
sinaptica, como PSD, SAP 102, CREB-p e BDNF, tiveram menores expressao proteica.
O tratamento com FOS e GOS reverteu sintomas de depressao e ansiedade em
camundongos submetidos a HFD. Essa melhora no comportamento resultou de uma
reducao na disbiose com um aumento nas bactérias produtoras de acetato (Bacteroides
acidifaciens e Bacteroides dorei) e na permeabilidade intestinal, levando a uma
diminuigdo na inflamagao cronica periférica e central. Além disso, a modulagao do eixo
intestino-cérebro por FOS e GOS promoveu niveis elevados de acetato e GPR43 no
cérebro. Este estudou mostrou que a suplementacdo com FOS e GOS melhorou o
comportamento de animais obesos, reduzindo sintomas semelhantes a ansiedade e
depressdao mediante a modulagdo da microbiota, reducdo da inflamacao e
neuroprotecao.

Palavras-chaves: Ansiedade; Depressao; Microbiota Intestinal; Neuroinflamacao;
Prebidticos



ABSTRACT

Previous research has shown that prebiotics can shape the gut microbiota composition,
thereby influencing mood regulation. This study investigated the effects of prebiotics,
specifically fructooligosaccharides (FOS) and galactooligosaccharides (GOS), on
neuroinflammation, depression, and anxiety-like behaviors in mice fed a high-fat diet
(HFD). Initially, mice were divided into two groups: a control group on a standard diet
(n = 15) and an HFD group (n = 45) for 18 weeks. At the 13th week, the HFD group
was further subdivided into three experimental groups: HFD only (n = 15), HFD with
prebiotics (n = 15), and HFD with fluoxetine (n = 15). From the 13th week, the HFD +
Prebiotics group received FOS and GOS alongside the HFD, while the HFD +
Fluoxetine group received fluoxetine via drinking water. In the 18th week, behavioral
assessments were conducted using the Tail Suspension Test (TST), Forced Swimming
Test (FST), Sucrose Preference Test (SPT), and Plus Maze Test (PMT), followed by
euthanasia for further analyses. Mice on the HFD showed increased body weight,
abdominal size, blood glucose, triglycerides, cholesterol, insulin, HOMA index, and
serum IL-1B levels. They also exhibited heightened microglial and astrocytic activity,
activation of the TLR4 pathway, and elevated neuroinflammatory markers such as
TNF-a, IL-1B, and COX-2. The obese mice displayed increased IDO pathway
activation, reduced NMDA receptor levels, and lower expression of neurogenesis and
synaptic plasticity markers, including PSD, SAP 102, CREB-p, and BDNF. Treatment
with FOS and GOS alleviated depression and anxiety symptoms in HFD-fed mice by
mitigating dysbiosis, increasing acetate-producing bacteria (e.g., B. acidifaciens and
B. dorei), and improving intestinal permeability. This led to a decrease in chronic
peripheral and central inflammation. Furthermore, the modulation of the gut-brain axis
by prebiotics resulted in higher acetate and GPR43 levels in the brain, reduced pro-
inflammatory cytokines, and enhanced neuronal proliferation and survival pathways in

the hippocampus and prefrontal cortex.

Keywords: Anxiety; Depression; Gut microbiota; HFD; Neuroinflammation; Prebiotics
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1. INTRODUGAO

A predisposi¢ao ao desenvolvimento de transtornos de humor, incluindo ansiedade
e depressao, € influenciada por uma interacdo complexa entre fatores genéticos e
ambientais. Dentre os fatores ambientais, destaca-se o impacto significativo de uma dieta
rica em gorduras (em inglés, High Fat Diet - HFD) (Li et al., 2022). A busca por
antidepressivos e ansioliticos com inicio de agao mais rapido é essencial para melhorar a
adesao ao tratamento. e reduzir os prejuizos associados ao atraso terapéutico. Contudo,
os antidepressivos atualmente disponiveis apresentam limitagcdes, com 10 a 30% dos
pacientes com depressdo mostrando resisténcia ao tratamento, caracterizada pela
auséncia de resposta positiva apdés o uso de diferentes classes de medicamentos em

doses e periodos adequados (Beyer et al., 2024).

A ingestdo de uma dieta rica em gorduras estd associada tanto a alteracdes
metabdlicas quanto a transtornos psiquiatricos. Estudos sugerem que a disfuncédo da
neurotransmissao serotoninérgica no hipocampo pode ser um elo entre a HFD e a
depressao (Hersey et al., 2021). Camundongos alimentados com HFD exibiram
comportamentos depressivos relacionados ao acumulo de lipidios nas células microgliais
e a remodelacao neuronal no hipocampo (HC) (Zhuang et al., 2022). Mais investigacdes

Sa0 necessarias para esclarecer os mecanismos subjacentes a esses comportamentos.

Interessantemente, além de comportamentos semelhantes a depressido em
camundongos submetidos a HFD, o consumo de HFD contribui para disturbios
metabdlicos, como obesidade, hiperinsulinemia e hiperglicemia (Lam et al., 2021). O
Peptideo semelhante ao glucagon-1 (em inglés, Glucagon-like Peptide-1 — GLP-1) e seus
analogos tém mostrado potencial terapéutico para tratar depressdo e ansiedade
(Anderberg et al., 2016; Y. K. Kim et al., 2020). Em modelos de camundongos, HFD
resultou em menores niveis de GLP-1 plasmatico (Anini & Brubaker, 2003), além de
acelerar a degradagdo desse hormoénio pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP-4),
reduzindo sua biodisponibilidade no sistema nervoso central (Lietzau et al., 2022). Além
disso, o desbalangco do metabolismo lipidico provocada pelo consumo de HFD pode
desempenhar um papel fundamental no surgimento de comportamentos depressivos e
ansiosos. Investigacdes também estabeleceram uma conexdo entre os niveis de lipidios
no sangue e as vias fisiopatoldgicas associadas a depressao, conforme destacado por So
e colaboradores (2021).

A hipétese da deplecdo de monoaminas sugere que um desequilibrio na
neurotransmissdo de 5-hidroxitriptamina (5-HT), por exemplo, pode desencadear a

depressao (Elhwuegi, 2004). Contudo, revisdes questionam esta teoria, indicando que
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uma reducdo isolada de 5-HT pode nao ser suficiente para justificar a fisiopatologia,

sugerindo a existéncia de outros fatores (Jesulola et al., 2018; Slavich & Sacher, 2019).
Estudos em humanos e roedores mostraram correlacdes entre obesidade, estado
inflamatoério elevado e depressdao (MclLachlan et al., 2023; Yu et al., 2023). Em
camundongos alimentados com HFD, niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias foram
associados a mudangas na neuroplasticidade em regides cerebrais como o coértex pré-

frontal e o hipocampo, influenciando os transtornos de humor (Fulton et al., 2022).

O triptofano é um aminoacido essencial que atua como precursor na sintese de
serotonina. No entanto, determinadas condi¢gées podem desviar sua rota biossintética para
vias catabdlicas. Por exemplo, o triptofano & convertido em N-formilquinurenina pela
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e, em seguida, em L-quinurenina (KYN), que é
transformada em 3-hidroxiquinurenina (3-HK) e, posteriormente, em acido quinolinico
(QUIN). Citocinas pré-inflamatérias e lipopolissacarideos (LPS) podem ativar a via IDO
(Réus et al., 2015), resultando na redugdao dos niveis de 5-HT e no aumento de
subprodutos neurotdxicos, como o quinolonato (QUIN), que atua como agonista dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), promovendo excitotoxicidade neuronal. Essa
cascata inflamatoria e neurotdxica contribui para a disfungao sinaptica e esta associada

aos mecanismos fisiopatoldgicos da depressao e ansiedade (Braidy e Grant , 2017).

Evidéncias acumuladas sugerem que a homeostase da microbiota intestinal esta
intimamente relacionada a fungao cerebral, promovendo o conceito do eixo intestino-
cérebro. Trés mecanismos principais sao identificados: regulacdo da resposta
imunoldgica, influéncia no metabolismo [como acidos graxos de cadeia curta (em inglés,
Short Chain Fatty Acids — SCFAs)] e efeitos na sinalizagdo neuronal (Morais et al., 2021).
Dietas HFD causam disbiose, diminuindo a diversidade microbiana e comprometendo a
funcao da barreira intestinal, permitindo a entrada de LPS na circulagcédo e desencadeando
neuroinflamacao por meio da ativagdo de Receptores Semelhantes a Toll (em inglés, Toll
Like Receptors — TLRs) microgliais (Fiebich et al., 2018). Interven¢cbes como prebidticos e
probidticos tém mostrado potencial para restaurar o equilibrio intestinal, influenciando
positivamente o comportamento e condigdes neuroldgicas (Ansari et al., 2023). FOS e
GOS séao frequentemente usados para estimular o crescimento de bactérias benéficas,
apresentando efeitos sobre ansiedade e depressdo em modelos animais (Burokas et al.,
2017). Pesquisas anteriores demonstraram que FOS e GOS podem melhorar a cognigéo
em camundongos obesos por meio da modulacao da via IRS/PISK/AKT (de Paiva et al.,
2023). No entanto, ainda faltam estudos clinicos que explorem o uso de prebidticos em
modelos de HFD para depressdao e ansiedade. Neste trabalho, investigamos os

mecanismos do tratamento com FOS e GOS na melhora desses comportamentos em um
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modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos C57BL/6.

2. OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos frutoligossacarideos e galactoligossacarideos na
modulagdo da neuroinflamagdo e cognigdo em modelo experimental de obesidade

induzido por dieta em camundongos C57BL/6 adultos.
2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Em um modelo obesidade induzido por dieta, investigar os efeitos do FOS e GOS sobre

diversos parametros neurocomportamentais, metabdlicos e moleculares, tais como:

a) O comportamento semelhante a depressao e a ansiedade nos camundongos, mediante
a testes comportamentais padronizados, como o teste do nado forgado e o labirinto em

cruz elevado;

b) Disbiose da microbiota intestinal do colon, investigando a abundancia relativa de

principais espécies bacterianas por meio de técnicas de sequenciamento do 16S rRNA.

c) O perfil lipidico, com quantificacdo das dos triglicerideos, colesterol total e suas fracbes

no soro dos camundongos, por métodos bioquimicos;

d) As principais vias da neuroinflamacao no hipocampo e cértex pré-frontal, por meio da
quantificacdo de marcadores inflamatérios como TNF-qa, IL-18 e COX-2 por meio de

técnicas de biologia molecular e histolégicas.

e) A expressao de marcadores de plasticidade sinaptica no hipocampo e cortex pré-frontal,

tais como BDNF e p-CREB, por meio por analise de western-blot e imunohistoquimica.
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3 JUSTIFICATIVA

A obesidade é uma condigdo crbénica cuja prevaléncia tem aumentado
significativamente em todo o mundo nos ultimos anos, especialmente devido a dietas
hipercaldricas, consumo excessivo de alimentos ultraprocessados e o isolamento social
da COVID-19, a qual agravou maus habitos alimentares e aumentou os casos de
depressao e ansiedade. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) afirma que, em 2025, a
estimativa € de que 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam acima do peso,
sendo 700 milhdes de individuos com obesidade (OMS., 2022). No Brasil, quase metade
dos adultos (48%) tera obesidade até 2044, e mais 27% terdo sobrepeso — assim, dentro
de 20 anos, trés quartos dos adultos brasileiros terao obesidade ou sobrepeso. Hoje, 56%
dos adultos brasileiros tém obesidade ou sobrepeso (34% com obesidade e 22% com
sobrepeso) (World Obesity, 2024).

Estudos demonstram uma relagao direta entre o consumo de dietas hiperlipidicas
e desenvolvimento de transtornos de humor. Essa relagado pode ser explicada, em parte,
pelo aumento da inflamacgao cronica decorrente da obesidade, que causa neuroinflamagao
em varias estruturas cerebrais e impacta negativamente o sistema limbico. Evidéncias
crescentes sugerem que o0 eixo microbiota-intestino-cérebro desempenha um papel
fundamental na regulagdo das fungdes cerebrais, particularmente no processamento
emocional, comportamento e cognigdo. A microbiota intestinal €& crucial para o
neurodesenvolvimento, influenciando a expressao génica em regides criticas do cérebro.
Fatores como idade, sexo, uso de antibidticos e alimentagao afetam sua composicéo, e a
manutengao do equilibrio da microbiota contribui para a homeostase e a integridade do
organismo.

Nesse contexto, os prebidticos tém demonstrado resultados promissores em
modelos animais de depressao. Prebidticos, como FOS e GOS, promovem o crescimento
de bactérias benéficas que ajudam a modular a inflamagdo e a melhorar as fungdes
cerebrais por meio do eixo microbiota-intestino-cérebro. No entanto, ainda é pouco
explorada a utilizagao de prebioticos na prevencgao e tratamento de neuroinflamacao e em
condicdes de depressao e ansiedade comdrbidas a obesidade. Esses achados apontam
para a necessidade de mais estudos que investiguem como a modulagdo da microbiota
pode ser uma abordagem terapéutica eficiente em casos de obesidade e suas

complicagbes associadas.



4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 OBESIDADE: DEFINIGAO, FISIOPATOLOGIA E NEUROINFLAMACAO

As doengas nao transmissiveis (DNTs) sdo responsaveis por mais de 70% das
mortes prematuras em nivel global. As DNTs associadas a nutrigdo inadequada tém
um impacto significativo na mortalidade no Brasil, representando 71% de todas as
mortes. As DNTs associadas a nutrigao inadequada, como doengas cardiovasculares,
diabetes tipo 2, canceres — especialmente de colon e obesidade, tém um impacto
significativo na mortalidade no Brasil (Brasil. Ministério da Saude, 2021). Dentre elas,
a obesidade se destaca por reduzir a expectativa de vida em até 5 a 20 anos (Who.,
2017). De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a obesidade e o
sobrepeso correspondem a um acumulo excessivo de gordura corporal que pode
afetar negativamente tanto a saude fisica quanto a psicoldgica (Who, 2019). Contudo,
essa definicdo nao reflete toda a complexidade etiolégica que caracteriza o fenoétipo
da obesidade (Hruby e Hu, 2015).

Segundo um relatério da OMS divulgado em 2022, 2,5 bilhdes de adultos com
18 anos ou mais estavam acima do peso, incluindo mais de 890 milhdes de adultos
que viviam com obesidade. Isso corresponde a 43% dos adultos com 18 anos ou mais
(43% dos homens e 44% das mulheres) que estavam acima do peso; um aumento em
relagdo a 1990, quando 25% dos adultos com 18 anos ou mais estavam acima do
peso. A prevaléncia de sobrepeso variou por regido, de 31% na Regiao do Sudeste
Asiatico da OMS e na Regiao Africana a 67% na Regido das Américas (WHO, 2022).
No Brasil, a Vigilancia de Fatores de Risco e Protegdo para Doengas Crénicas por
Telefonia (VIGITEL), conduzida pelo Ministério da Saude, registrou um aumento de
96% na prevaléncia de obesidade nos ultimos 15 anos, com os indices subindo de
11,8% em 2006 para 22,4% em 2021 (Brasil. Ministério da Saude, 2022).

A obesidade pode levar ao desenvolvimento de varias comorbidades, incluindo
complicagdes respiratorias (Peters et al., 2018; Xanthopoulos & Tapia, 2017),
hipertensao e outras doengas cardiovasculares (Csige et al., 2018; Piché et al., 2018),
diabetes mellitus tipo Il (Al-Goblan et al., 2014), alguns tipos de cancer (lyengar et al.,
2016) e disturbios psiquiatricos (Rajan e Menon, 2017). Além disso, a obesidade e
suas doencas associadas representam um grande fardo para os individuos, sociedade
e economia, gerando custos elevados para os sistemas de saude publica, além de

aumentar a morbidade e a mortalidade (Nilson et al., 2020).

O diagnostico é previsto principalmente pelo indice de Massa Corporal (IMC),

calculando pela relagao entre peso (kg) e altura ao quadrado (m?). De acordo com os
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critérios da OMS, os valores do IMC sao categorizados da seguinte forma: eutrofia

(18,5—24,9 kg/m?), sobrepeso (25,0-29,9 kg/m?), obesidade grau | (30,0-34,9 kg/m?),
obesidade grau Il (35,0—39,9 kg/m?) e obesidade grau Il (= 40 kg/m?) (Who, 2019). No
entanto, um relatério mais recente orienta que o IMC deve ser utilizado apenas como
um indicador populacional de risco a saude, ndo sendo adequado para avaliacédo
individual. A confirmacdo do excesso de adiposidade deve ser feita por métodos
diretos de medicao da gordura corporal, quando disponiveis, ou por pelo menos um
parametro antropométrico (como circunferéncia da cintura, razdo cintura-quadril ou
razdo cintura-altura), além do IMC, utilizando métodos validados e pontos de corte
apropriados para idade, género e etnia. Em casos de IMC acima de 40 kg/m? a
adiposidade excessiva pode ser presumida sem necessidade de confirmacao
adicional. Individuos com obesidade confirmada devem ser avaliados para obesidade
clinica, cujo diagnostico exige evidéncias de disfungdo de o6rgdos ou tecidos

associadas a obesidade (Rubino et al., 2025).

A obesidade é uma doenca multifatorial, e o principal fator para seu
desenvolvimento é o desbalanceamento entre o consumo excessivo de calorias e sua
baixa utilizagdo (Bluher, 2019). Fatores intrinsecos, como o gendtipo do individuo,
juntamente com fatores extrinsecos, especialmente a dieta, podem contribuir para o
surgimento da obesidade. Varios estudos clinicos e pré-clinicos identificaram formas
monogénicas de obesidade, mas se sabe que também pode ser desencadeada por
causas poligénicas (Hinney et al., 2010). Alteragdes genéticas que afetam a obesidade
incluem modificagdes na expressao da leptina (LEP), um horménio crucial no controle do
apetite (ZHANG et al., 1994). Mutac¢des no gene da LEP e em seu receptor (LEPR) estéo
diretamente associadas ao desenvolvimento de obesidade grave (Wasim et al., 2016).
Além disso, outras alteragdes genéticas que interferem no sistema regulador do apetite
incluem a pré-opiomelanocortina (POMC), o receptor de melanocortina 4 (MC4R), a
carboxipeptidase (CPE), o receptor neurotrofico de tirosina quinase tipo 2 (TrkB) e o fator

neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), além dos fatores epigenéticos (Thaker, 2017).

Diversos fatores extrinsecos, como aspectos ambientais e sociais, podem contribuir
para um balango energético positivo, favorecendo o desenvolvimento da obesidade. Entre
esses fatores, destacam-se a alimentagédo emocional (Frayn et al., 2018), a privagéao de
sono (Chaput e Dutil, 2016), efeitos adversos de medicamentos (Schwartz et al., 2004), o
estresse (Razzoli et al., 2017) e o consumo excessivo de alimentos ricos em gordura
(Moyer et al., 2016). O aumento do consumo da dieta ocidental, caracterizada por altos
niveis de agucar / gordura saturada e baixa ingestao de fibras, também esta associado ao

desenvolvimento de outras comorbidades, como doengas cardiovasculares (Dehghan et
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al.,, 2017), diabetes tipo Il (Heydemann, 2016) e doengas neuropsiquiatricas como

depressao e ansiedade (Liang et al., 2021)

O tecido adiposo tem sido amplamente estudado no contexto da obesidade,
principalmente devido ao entendimento crescente de suas fun¢des nos ultimos anos.
Localizado em varias regides do corpo, o tecido adiposo pode ser classificado em
subcutaneo, visceral e depdsitos especializados, como nos linfonodos. Ele apresenta dois
tipos celulares principais: o tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo branco (TAB).
O TAM, que se encontra principalmente em recém-nascidos e mamiferos hibernantes,
desempenha a fungao de regular a temperatura corporal (Junqueira e Carneiro, 2017). Ja
o TAB, que antes era visto apenas como um simples reservatorio de energia e protetor
mecanico, é reconhecido como um regulador crucial de diversos processos fisioldgicos e
metabdlicos, indo além de sua fungdo de armazenamento de gordura (Fain, 2010;
Kershaw e Flier, 2004).

O TAB é responsavel pela secrecao de horménios especificos, conhecidos como
adipocinas, que desempenham fung¢des essenciais tanto no metabolismo quanto na
regulagdo imunolégica (Ouchi et al., 2011). Dessa forma, a obesidade deixa de ser vista
apenas como uma doenca metabdlica, passando a ser considerada também uma doenca
inflamatdria crénica de baixo grau (Jong et al., 2014; Trayhurn e Wood, 2004). Embora o
gatilho exato que desencadeia o processo inflamatério ainda ndo seja completamente
compreendido, sabe-se que a deposicdo excessiva de acidos graxos no TAB leva a
hipertrofia das células adiposas, desencadeando uma série de eventos que resultam em

um estado pré-inflamatério no organismo (Horwitz e Birk, 2023).

A hipoéxia e o estresse oxidativo no TAB parecem ser fatores-chave que
desencadeiam a maior expressao de genes pré-inflamatorios, como os de Fator de
Necrose Tumoral alfa (em inglés, Tumor Necrosis Factor Alpha - TNF-a), Interleucina-6
(IL-6), Interleucina 1 beta (IL-1B) e Proteina C Reativa (PCR) (Lee et al., 2014). Esse
processo contribui para a transformacao do TAB em um tecido inflamatério, exacerbando
o quadro de obesidade conforme ilustra a figura 1. Além disso, acidos graxos, que se
acumulam nas células adiposas, também desempenham um papel regulador na secregao
de diversas citocinas em células T, ampliando ainda mais a resposta inflamatéria (Garcia
et al., 2023). Portanto, a obesidade nao é apenas uma questao de acumulo de gordura,
mas envolve uma complexa interacéo entre o TAB, os acidos graxos e a regulagéo do

sistema imunoldgico.
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Figura 1. A inflamagdo do tecido adiposo branco e suas consequéncias

neuroendocrino-metabdlicas.

Normal white adipocytes
Macrophage
activation

Dysfunctional t Macrophages (TNFa, \ 25l

white adipocyte IL-1, IL-6, CRP, others) (@ RO
.

- ra ‘\‘ | 3 @ -
. . woxia REOj/r ‘ 5.
j = e A
”Nq‘ y AT infiltration

>

Hypertrophy @ ‘
. NE-KBJ "
Genetic background _ oSpm— y
Early nutritional o | < : - -
misprogramming =N Necrosis ) \:‘ t Adipocyte-macrophage
Chronic overeating o\ 4 Lipolysis |/ cross talk
. = Sh r R | . . .
+ Adiponectin FFA lipotoxicity ] $ Leptin and other adipokines
Systemic effects | Systemic effects
// ,/ ' . Atherosclerosis
/, //
/£ 4
I 4
HGP -Cell apoptosis ;
,NAFLD ¥ Insulin-mediated t B pop Dysfunctlonal_endothehum
NASH glucose uptake Insulin release Proatherogenic damage

DMT2

Legenda: Uma combinagao de predisposi¢céo genética, dieta inadequada e estilo
de vida sedentario pode promover o aumento hipertréfico da massa do tecido adiposo
branco, acompanhado pela infiltracdo de macrofagos. Esse processo resulta em um
padrao anormal na producao e liberacao de adipocinas. O aumento na liberagao de leptina
derivada do TAB compromete a sensibilidade dos tecidos a insulina, caracterizando a
resisténcia a insulina (IR). AT: Adipose tissue (tecido adiposo); REOS: Reactive Oxygen
species (Espécies reativas de oxigénio); IL: Interleucina; TNF:Tumoral Necrose Factor
(Fator de Necrose Tumoral); FFA: Free Fat Acid (Acido Graxo de Cadeia Livre); DMT2:
Diabetes Mellitus type 2 (Diabetes melitus tipo 2); NASH: Nonalcoholic steatohepatitis
(Esteatohepatite nao alcodlica); NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease (Doenca

hepatica gordurosa associada ao metabolismo).
Fonte: Pagano et al., (2017)

O recrutamento de macrofagos para o TAB, tanto em modelos animais quanto em
humanos, contribui significativamente para o aumento do estado inflamatério sistémico
(Rosenbaum et al., 2008; Ross et al., 2003). No TAB, observa-se uma mudancga no
fendtipo dos macrofagos, que de M2, com propriedades anti-inflamatérias, se transformam
em M1, um perfil mais pro-inflamatdério, com a secreg¢ao exacerbada de TNF-a durante a

obesidade (Lumeng et al.,, 2007). Esse processo € acompanhado pela redugao na
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producao de adipocinas anti-inflamatdrias, como a adiponectina, que desempenha papéis

importantes no controle do apetite e na modulacao da inflamacéao (Pyrzak et al., 2010). O
declinio da adiponectina contribui para a manutengdo e agravamento do estado
inflamatério crénico observado na obesidade, formando um ciclo vicioso que exacerba os

efeitos prejudiciais da doencga.

A condigao inflamatéria crbnica associada a obesidade tem repercussoes
alarmantes na saude, estando diretamente relacionada ao surgimento de varias
comorbidades, como diabetes tipo 2, cancer e doencas cardiovasculares, que afetam a
qualidade de vida e pioram o prognostico dos pacientes obesos conforme mostra a figura
2 (Csige et al., 2018; lyengar et al., 2016).

Figura 2. Visédo geral da obesidade, definicao de obesidade e suas comorbidades
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Legenda: A prevaléncia global de sobrepeso ou obesidade aumentou em 27% na
idade adulta e 47% na infancia durante 33 anos. Este numero ainda esta aumentando, e
a OMS estima que aumentara ainda mais. A obesidade € um fator de risco para varias
doengas, notadamente diabetes mellitus tipo 2, doenga hepatica gordurosa associada ao
metabolismo, doenga cardiovascular e alguns tipos de cancer. BMI: Body Mass Index
(Indice de Massa corporal).

Fonte: Jin et al., (2023)
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O aumento das citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, contribui para o

desenvolvimento da resisténcia a insulina, um dos principais fatores para o aparecimento
do diabetes tipo 2 (Ruan & Lodish, 2003). Além disso, o TNF-a acelera o processo de
aterosclerose, favorecendo a expressdo de moléculas de adesdo do endotélio (Antuna-
Puente et al., 2008). A IL-6, produzida também no tecido adiposo branco, esta intimamente
ligada a resisténcia insulinica, pois diminui a produ¢ao de adiponectina e seus receptores
(Fantuzzi, 2005), e pode ainda estimular o crescimento de neoplasias, como no caso do
cancer de prostata, onde ativa o receptor de androgénio, promovendo a sobrevivéncia e
proliferagao tumoral (Tindall e Lonergan, 2011). Além disso, a IL-6 aumenta a produg¢ao
de PCR pelo figado, agravando ainda mais o estado inflamatério da obesidade (Memoli et
al., 2007).

A obesidade, além de desencadear um processo inflamatorio periférico, também
influencia esta condigdo no sistema nervoso central. As citocinas pré-inflamatérias
periféricas tém a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e alcancar
diversas estruturas como hipocampo, coértex pré-frontal, amigdala e hipotalamo
mediobasal, onde se localizam receptores especificos para esses mediadores
inflamatorios (Sun et al., 2022). Esse processo pode estimular a ativagado do fator nuclear
kappa B (NF-kB) no hipotalamo, aumentando a permeabilidade da BHE e intensificando a
entrada de citocinas e células inflamatdrias no cérebro (Araujo et al., 2005; Lu et al., 2009).
No tecido cerebral, as citocinas pro-inflamatorias ativam algumas vias neuroenddcrinas,
como o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA), afetando a fungdo e o metabolismo de
neurotransmissores, além de modificar a plasticidade neural, o que pode prejudicar

fungdes do sistema limbico (Capuron e Castanon, 2011).

Em modelos animais obesos ou alimentados com dietas hiperlipidicas, a produg¢ao
de mediadores inflamatérios pelas células gliais, especialmente pela microglia, €
acentuada. A micréglia, principal tipo de macrofago residente no cérebro, desempenha
fungdes protetoras, como a poda sinaptica e o recrutamento de mondcitos circulantes para
conter danos teciduais (Gu et al., 2014; Nimmerjahn et al., 2005; Stentz e Kitabchi., 2006).
No entanto, a ativagao crbnica ou desregulada da microglia pode se tornar prejudicial,
agravando o estado inflamatério cerebral e contribuindo para o desenvolvimento de
disturbios neurolégicos (Tremblay et al., 2011). Assim, a obesidade n&o apenas afeta o
sistema metabdlico, mas também tem impactos significativos na saude cerebral,

evidenciando a complexidade e a gravidade dessa condigao.

Portanto, a obesidade transcende a definicdo simplista de acumulo excessivo de
gordura corporal, representando uma doenga multifatorial com implicagbes metabdlicas,

inflamatdrias e neuroldgicas. Sua prevaléncia crescente e os impactos profundos na saude
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fisica e mental sublinham a urgéncia de abordagens integradas para prevencgéao e

tratamento, considerando fatores genéticos, ambientais e sociais. Compreender os
mecanismos subjacentes a obesidade, como a interagao entre tecido adiposo, inflamacao
e sistema nervoso central, é essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

mais eficazes.

4.2 ANSIEDADE E DEPRESSAO: FISIOPATOLOGIA ALEM DOS
NEUROTRANSMISSORES

O transtorno depressivo maior (TDM) €& uma condigdo mental amplamente
disseminada, afetando cerca de 264 milhdes de pessoas globalmente, o que o
posiciona como o segundo maior responsavel pela taxa de morbidade no mundo (Chan
et al., 2024). Estima-se que ocorram aproximadamente 800.000 suicidios anuais, o que
destaca o TDM como um desafio de grande magnitude para a saude publica (Ruderfer
et al., 2019). O TDM é marcado por uma disforia persistente, retardo psicomotor,
insbnia, anedonia, ideagao suicida e uma reducgao significativa no bem-estar geral
(Varghese et al., 2024). Além do TDM, os transtornos de ansiedade sdo condi¢des
psiquiatricas amplamente presentes e incapacitantes, afetando aproximadamente 10%
da populagdo mundial anualmente (WHO, 2017). Os transtornos de ansiedade s&o
caracterizados por sintomas como preocupacado excessiva, medos relacionados a
situagbes sociais e de desempenho, ataques de panico inesperados ou
desencadeados, ansiedade antecipatéria e comportamentos de evitagdo (Szuhany e
Simon, 2022). A perda global de produtividade devido a transtornos de ansiedade e
depressdo é de aproximadamente US$ 1 trilhdo por ano, um impacto que tende a

crescer ao longo do tempo (Doran e Kinchin, 2017).

Atualmente, os inibidores da recaptacdo de monoaminas s&o a classe de
antidepressivos/ansioliticos mais frequentemente prescrita (Miyazaki et al., 2018). No
entanto, um grande desafio com esses medicamentos € o consideravel atraso entre o
efeito farmacoldgico inicial na fungdo dos neurotransmissores monoaminérgicos (que
pode levar varios dias) e a redugdo na gravidade dos sintomas clinicos (geralmente
entre 3 a 8 semanas) (Liu et al.,, 2017). Interessantemente, metade dos pacientes
depressivos apresentam uma melhora significativa com o uso de antidepressivos,
podendo apresentar uma resposta clinica restrita e variavel. Além disso, sabe-se que
cerca de um tergco das pessoas com transtorno depressivo maior (TDM) tem um
prognostico ruim, desenvolvendo a chamada depressao resistente ao tratamento
(DRT). Nesta condig&o, o paciente ndo apresenta uma melhora satisfatoria mesmo
apos o uso adequado de dois antidepressivos diferentes. Neste caso, pode-se atribuir

a ineficacia do medicamento, intolerancia aos efeitos colaterais ou outros fatores



ligados ao paciente e a prépria doenga. A resisténcia ao tratamento € um dos grandes
problemas enfrentados pela psiquiatria ja que esta relacionada com a piora da
qualidade de vida, maior taxa de suicidio e mais custos a saude publica. Neste contexto,
€ importante pesquisas que visem novos psicofarmacos mais eficientes e de agdo mais

rapida (Aleksandrova et al., 2017).

A teoria das monoaminas sugere que a depressao e ansiedade sejam causadas por
um desequilibrio nos neurotransmissores monoaminérgicos, como serotonina,
noradrenalina e dopamina, no cérebro. De fato, o desbalango do metabolismo dos
neurotransmissores pode desempenhar um papel fundamental na etiologia da
depressao e ansiedade (Li et al., 2021). A serotonina (5-HT), amplamente distribuida
por todo o sistema nervoso, esta associada a diversos transtornos de saude mental,
como depressao, fobias e ansiedade, quando em niveis deficientes(De-Miguel & Trueta,
2005). Nas ultimas décadas, a hipotese da 5-HT tem sido central nas pesquisas sobre
as causas subjacentes desses dois transtornos, com estudos sugerindo que pacientes
deprimidos apresentam baixos niveis de 5-HT no cérebro e alteragbes nos receptores
de serotonina (Maes et al., 2009). Além disso, a dopamina (DA), outro neurotransmissor
crucial no sistema nervoso central, também desempenha um papel significativo na
regulagdo do comportamento e na fisiopatologia da depressao. A dopamina atua como
precursor da epinefrina e da norepinefrina (NE), e sua transmissao esta intimamente
relacionada ao desenvolvimento da depressdo, com varios estudos mostrando que
pacientes depressivos tém niveis elevados de transporte de DA, o que aumenta a
eficiéncia dos neurbnios pré-sinapticos na recaptacdo desse neurotransmissor (Duval
et al., 2021; Salamone et al., 2022). Apesar de a teoria das monoaminas oferecer uma
explicacdo para muitos casos de transtornos de ansiedade e depressio, ela nao é
totalmente abrangente nem justifica os casos de pacientes refratarios aos tratamentos
classicos para esses transtornos. Outros mecanismos podem ajudar a compreender
melhor a ansiedade e depressédo, tais como a hiperatividade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA) (Heim et al., 2008), citocinas inflamatérias e metabdlitos
endogenos (Felger e Lotrich, 2013) e, adicionalmente, o microbioma intestinal, o qual
desempenha um papel critico na depressao ao afetar o eixo intestino-cérebro (Evrensel
e Ceylan, 2015).

O estresse e os desafios agudos sao fatores que podem desencadear o
desenvolvimento do TDM e ansiedade. O papel do eixo HPA na resposta ao estresse é
amplamente reconhecido, sendo essencial para a regulagdo dessa resposta nos
mamiferos. Assim, alteragdes no eixo HPA durante a depressao podem refletir o

impacto do estresse e influenciar a manifestagao dos sintomas depressivos (Tan et al.,
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2021). O estresse provoca a liberagdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH)
pelo hipotalamo, o que leva a produg¢ao de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela
hipdfise, resultando em um aumento na secreg¢ao de glicocorticoides pelas glandulas
adrenais. Esses glicocorticoides, por sua vez, se ligam aos seus receptores em diversos
tecidos-alvo, incluindo o eixo HPA, onde atuam como inibidores do feedback, reduzindo
a producdo de ACTH na hipdfise e de CRH no hipotalamo (Sukhareva, 2021). Na
ansiedade, o eixo HPA se torna hiperativo em resposta ao estresse, o que resulta em
condi¢cbes como hipercortisolemia, perda de ritmicidade e niveis elevados de cortisol
(Hinds e Sanchez, 2022). Disturbios no eixo HPA, induzidos pelo estresse, tém sido
associados a depressao devido ao aumento da producédo de cortisol e a inibigao
insuficiente do feedback regulatério do receptor de glicocorticoide (Keller et al., 2016).
Além disso, niveis elevados de cortisol tém sido relacionados a gravidade da depressao,
especialmente nos casos de depressdo melancodlica (Mickey et al., 2018). Pacientes
com depressao que nao conseguem normalizar o eixo HPA apds o tratamento tendem
a apresentar piores resultados clinicos e prognosticos (Nandam et al., 2020). Contudo,
estudos anteriores indicaram que tratamentos direcionados a regulagao do eixo HPA,
como os antagonistas do receptor de glicocorticoide, ndo s&o eficazes em aliviar os
sintomas depressivos (Aubry, 2013). Interessantemente, estudos pré-clinicos sugerem
que uma dieta rica em gorduras durante a gestacdo e a lactagdo impacta
significativamente a atividade do eixo HPA na prole adulta, tanto em situagdes de
repouso quanto sob estresse. As alteragdes induzidas pelo consumo materno de HFD
nao apenas influenciam a resposta ao estresse na vida adulta, mas também podem
contribuir para o desenvolvimento de um fendtipo mais suscetivel a disturbios
comportamentais e outros problemas de saude na fase adulta (Lin et al., 2015; Niu et
al., 2019; Sasaki et al., 2014).

Embora a disfungao do eixo HPA e os niveis elevados de cortisol desempenhem um
papel importante na fisiopatologia da depresséao e da ansiedade, outros fatores também
sdo essenciais para entender os mecanismos subjacentes a doenga, como as
neurotrofinas e a neurogénese. As evidéncias de redugao dos niveis das neurotrofinas
em varias areas do cérebro, como o hipocampo, em pacientes com depressao, apoiam
a hipotese de que a diminui¢ao de fatores neurotréficos que regulam a plasticidade no
cérebro adulto pode contribuir para o desenvolvimento da depressao (Park e Poo, 2013;
Reichardt, 2006). Muitos estudos tém se concentrado no BDNF, que desempenha
papéis cruciais em diferentes fungdes do sistema nervoso, como plasticidade sinaptica,
diferenciagdo, manutencéo, crescimento neuronal e reparo (Binder e Scharfman, 2004).
A teoria neurotrofica da depresséao propde que niveis reduzidos de BDNF no hipocampo

estao relacionados a depressao induzida por estresse, e que esses niveis podem ser
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elevados com o uso de antidepressivos (Martinowich et al., 2007). Além disso,
descobriu-se que agentes que modulam o sistema BDNF produzem efeitos
semelhantes aos dos antidepressivos (Zhang et al., 2019). Pesquisas crescentes
indicam que os niveis de BDNF estédo reduzidos no sangue periférico de pacientes com
depressao, conforme observado em estudos post-mortem, e alguns relatos sugerem
que o tratamento antidepressivo pode normalizar essa diminuigdo (Bocchio-Chiavetto
et al., 2010; Satomura et al., 2011). Além disso, investigacbes em cérebros humanos
post-mortem indicaram o envolvimento do BDNF na fisiopatologia de transtornos
relacionados a ansiedade (Carola et al., 2008). Ha também evidéncias de que a
interacdo entre o BDNF e seu receptor esta associada a depressao resistente ao
tratamento (Satomura et al., 2011). A deplegdo de BDNF parece prejudicar a
neurogénese, contribuindo para o desenvolvimento do TDM, e o tratamento
antidepressivo pode atenuar os sintomas dessa condigdo ao aumentar os niveis de
BDNF no cérebro. Neste contexto, estudos pré-clinicos tém demonstrado que o
consumo de uma dieta rica em gorduras esta fortemente associado a redugao dos
niveis de BDNF em regides-chave do cérebro, como o hipocampo e o cortex pré-frontal.
Esse efeito é mediado pela ativacdo da neuroinflamacdo, resultando em
comportamentos semelhantes a depressao e ansiedade, além de déficits cognitivos
significativos enquanto tratamentos que se baseiam no aumento da expressao de
BDNF conseguem reverter os sintomas depressivos e ansiosos (Li et al., 2022; Zuo et
al., 2024).

Interessantemente, nas ultimas duas décadas, a hipétese de que a inflamacéao
desempenha um papel importante na patogénese e fisiopatologia da depressao e
ansiedade se tornou cada vez mais relevante (Peirce e Alvifia, 2019). Estudos
revelaram que a depressao € mais prevalente em pacientes com doengas autoimunes
ou infecciosas em comparagao com a populacao geral (Jeon e Kim, 2017). Além disso,
individuos sem diagnéstico de depressdo podem manifestar sintomas depressivos
quando expostos a citocinas, sendo que os antidepressivos ajudam a aliviar esse
desconforto (Miller e Raison, 2016). Os marcadores inflamatorios periféricos nao
apenas influenciam o estado de ativacdo imunolégica no SNC, impactando o
comportamento, mas também podem servir como indicadores bioldgicos para avaliar a
eficacia de terapias antidepressivas e ansioliticas (Haroon et al., 2018). Em estudo
longitudinal prospectivo, Li e colaboradores demonstraram que os niveis de TNF-a eram
mais elevados em pacientes com TDM antes do tratamento em comparagdo com
controles saudaveis. Apos o tratamento com venlafaxina, observou-se uma redugao
significativa nos niveis de TNF-a, sendo que essa diminuicdo foi ainda mais

pronunciada no grupo de pacientes que responderam positivamente ao tratamento (Li
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et al.,, 2013). Além disso, Syed e colaboradores descobriram que os marcadores

inflamatérios em pacientes com depressdao nao tratados eram mais elevados.
Entretanto, o tratamento antidepressivo reduziu a producéo de citocinas inflamatorias
e aumentou os niveis das anti-inflamatérias (Syed et al., 2018). Uma revisao sistematica
e meta-analise sugeriu que os inibidores de citocinas, como os anticorpos monoclonais,
podem ter efeito antidepressivo ao bloquear a agdo das citocinas (Bavaresco et al.,
2020). Um desequilibrio entre citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias pode,

assim, contribuir para a fisiopatologia da depressao.

O desequilibrio entre citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias e o impacto da
inflamagédo no SNC ndo se limitam a modulagdo de neurotransmissores e hormonios,
mas também afetam as células gliais, como a micréglia e os astrocitos, que
desempenham papéis cruciais na fisiopatologia da depresséao e da ansiedade (Wang et
al., 2022; Zhang et al., 2010). A ativacao dessas células gliais em resposta a inflamacéao
pode alterar a homeostase do SNC, afetando a comunicagdo neuronal, a plasticidade
sinaptica e a resposta ao estresse, agravando os sintomas depressivos e ansiosos.
Estudos tém mostrado que a microglia, ao ser ativada, libera citocinas pro-inflamatérias
que podem exacerbar a neuroinflamacgao, enquanto os astrocitos desempenham um
papel fundamental na modulacdo do ambiente neuronal, afetando tanto a funcéo
sinaptica quanto a neurogénese (Li et al., 2021; Prinz e Priller, 2014). Um estudo
conduzido por Weng e colaboradores observou um aumento no numero de microglia
no cortex pré-frontal (PFC) de camundongos tratados com LPS por via intraperitoneal,
o que também esteve associado ao agravamento do comportamento depressivo dos
animais além do aumento expressdo dos genes IL-1, IL-6 e TNF-a no PFC dos
camundongos (Weng et al., 2019). Além disso, um estudo pré-clinico relatou que os a
ativacdo dos astrécitos estdo envolvidos na patogénese da inflamagao induzida por
estresse, associando-os aos sintomas depressivos e ansiosos (Virmani et al., 2021). A
ativagdo da micréglia e do astrdcito, por meio da liberagdo excessiva de fatores pro-
inflamatorios e citotocinas, pode assim contribuir para o desenvolvimento gradual de
comportamentos depressivos, destacando a relagdo entre a neuroinflamacao e a
manifestagdo de sintomas depressivos (Sochocka et al., 2016). Evidéncias sugerem
que a ativagdo da micréglia € um fator crucial na desregulacdo da homeostase
energética, agravando a resisténcia a insulina. Logo apos a introducdo de uma dieta
rica em gordura, a microglia hipotalamica sofre alteragdes morfoldgicas e funcionais em
resposta ao excesso de gorduras saturadas. Astrécitos e micréglia respondem
rapidamente a sobrecarga inflamatdria, desencadeando inflamagéo e exibindo gliose,
possivelmente como uma tentativa de prevenir lesées neuronais (Garcia-Caceres et al.,

2013; Maldonado-Ruiz et al., 2017). No entanto, a exposi¢cao crbnica a dieta rica em



gordura pode sobrecarregar a capacidade protetora da glia, tornando os danos e perdas
neuronais inevitaveis. Um exemplo disso é a inflamacéo hipotaldamica prolongada
induzida pela HFD, que leva ao aumento da gliose, associado ao aumento da apoptose
neuronal no hipotalamo (Mendes et al., 2018). Assim, a interagdo entre a inflamacéao
periférica e a resposta das células gliais no SNC oferece uma nova perspectiva para
entender os mecanismos subjacentes a depressdo e a ansiedade, e para o

desenvolvimento de terapias mais eficazes.

Por fim, o excesso de citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-1 e TNF-a, pode
induzir a sintese da indoleamina 2,3-dioxigenase em células do sistema imunologico,
como macroéfagos e células dendriticas, o que altera consideravelmente a biossintese
das monoaminas, como serotonina e dopamina, que s&o essenciais para a regulagéo
do humor e da funcao cognitiva (Xu et al., 2015). Além disso, a superexpressao da IDO
redireciona o triptofano (Try) da via biossintética da serotonina para a producéo de
outros catabdlitos do triptofano (denominados TRYCATS), que tém propriedades
neuroativas associadas a sintomas depressivos (Raison et al., 2010). A figura 3 ilustra

os principais destinos do triptofano no cérebro.

Figura 3. Rotas metabdlicas do Triptofano
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Legenda: Dependendo das necessidades do organismo e do estado inflamatério, o
Try pode ser direcionado para a sintese de serotonina, que pode, posteriormente, ser
convertida em melatonina. No entanto, quando a IDO estar superexpressa, o triptofano
pode ser convertido em catabdlitos, alguns dos quais possuem efeitos neurotoxicos.
IDO: indoleamina 2,3-dioxigenase; TDO: triptofano 2,3-dioxigenase; KAT: quinurenina
aminotransferase; KMO:  quinurenina  3-monooxigenase;  3-OH-KYN:  3-
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hidroxiquinurenina; 3-HAO: 3-acido hidroxiantranilicooxigenase; QPRT:
fosfolibosiltransferase de quinolinato; NaMN: mononucleotideo de nicotinamida;
NMNAT: nicotinamida mononucleotidicaadeniltransferase; NAD:Nicotinamida adenina
dinucledtido; TH: triptofano-hidroxilase; 5-HTP: 5-hidroxi- L-triptofano; AADC: L-
aminoacido aromaticodescarboxilase; 5-HT: 5-hidroxitriptamina; 5-HIAA: acido 5-
hidroxiindoleatico; MAO: monoamina oxidase; AA-NAT: N- acetiltransferase de

aralquilamina; NAS: N-acetilserotonina; HIOMT:hidroxindol O- metiltransferase.
Fonte: Chaves Filho et al., (2018)

A 3-hidroxiquinurenina e o0 acido quinolinico sdo dois exemplos de TRYCATs
que, quando presentes em excesso, podem induzir a morte neuronal, como
demonstrado em estudos sobre doencas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas
(Gulaj et al., 2010; Stone et al., 2012). De forma interessante, Gibney e colaboradores
(2013) observaram que o processo neuroinflamatorio foi capaz de induzir uma redugéo
no BDNF, um aumento na expressao da IDO e uma ativagcado desregulada da micréglia
no hipocampo de camundongos. Esses achados sugerem que a ativagao da IDO,
especialmente no hipocampo, tem um papel central na mediacéo dos efeitos no humor
induzidos por citocinas. A ingestdo excessiva de uma dieta rica em gordura pode elevar
0s niveis sanguineos de LPS, e ja foi relatado que individuos obesos apresentam
concentragdes de lipopolissacarideo mais altas do que os individuos magros (Trgseid
et al., 2013). Esse aumento contribui para o estado inflamatério crénico associado a
obesidade, o que pode resultar em uma maior expressao da IDO e, consequentemente,
um aumento na quantidade de TRYCATs (André et al., 2014). Assim, espera-se que a
presencga sistémica de LPS seja um fator responsavel pelos transtornos de humor tanto
em animais quanto em humanos (Deng et al., 2012; Grigoleit et al., 2011; Stevens et
al., 2018; Sulakhiya et al., 2016; Yin et al., 2023).

Essa influéncia da inflamacao periférica sobre o cérebro pode ocorrer, em parte,
por meio da modulacdo de neurotransmissores essenciais ao funcionamento neural.
Nesse cenario, o glutamato, como principal neurotransmissor excitatério, desempenha
um papel essencial na plasticidade sinaptica e no humor (Zaghmi et al., 2022). Estudos
sugerem que a depressao esta intimamente ligada ao sistema glutamatérgico, com
niveis elevados de glutamato observados no sangue e no cérebro de pacientes
deprimidos (Chen et al., 2022; Li et al., 2019). Além disso, disturbios na subunidade do
receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) foram identificados como uma caracteristica da
depressao, e a inibicdo da funcdo do NMDAR tem mostrado efeitos antidepressivos,
além de proteger os neurdnios do hipocampo contra alteragdes morfolégicas induzidas

pelo estresse (Gray et al.,, 2015; Musazzi et al., 2013). Além disso, alguns
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antidepressivos tém efeitos semelhantes ao afetar a via AMPAR, sugerindo que a

modulagao do sistema glutamatérgico é uma estratégia promissora no tratamento da
depressao (Gould et al., 2008).

Figura 4. As possiveis vias de sinalizagcdo da inflamacéao
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Legenda: A depressao esta relacionada a varios fatores, como desequilibrios
oxidante-antioxidante, disfungdo mitocondrial e inflamagao. A deficiéncia de serotonina
e 0 estresse desempenham papéis criticos em sua etiologia. O eixo HPA, responsavel
pela resposta ao estresse, e a reducao de fatores neurotréficos, como no hipocampo,
contribuem para a doenca. Além disso, disturbios metabdlicos e a interagcao entre
microbiota-intestino-cérebro também influenciam o humor e o comportamento,
impactando a atividade cerebral. BDNF: Brain-derived neurotrophic fator (Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro); HPA Axis: Hypothalamic-pituitary-adrenal axis (Eixo

Hipotalamo-Hipofise-Adrenal).
Fonte: (Tian et al., 2022)

Uma das conexdes importantes entre a obesidade, depressdo e ansiedade é a
interacdo entre os fatores bioldgicos, comportamentais e ambientais. A obesidade é



frequentemente associada a condi¢gdes psiquiatricas, como depressao e ansiedade,
criando um ciclo vicioso no qual o desenvolvimento de uma condigao pode agravar a
outra (Jorm et al., 2003; Lorena et al., 2021). Estudos demonstram que a obesidade
pode afetar a fung&o do eixo HPA (Bose et al., 2009), aumentar a inflamacgao sistémica
e alterar a funcdo do SNC (Lorena et al., 2021), fatores estes frequentemente
envolvidos tanto na fisiopatologia da depressdao quanto da ansiedade. Além disso, a
ativacdo da neuroinflamacédo e a disfungdo nas células gliais, como microglia e
astrdcitos, podem exacerbar a condi¢cado, promovendo alteracbées no comportamento e
na resposta ao estresse (Ramirez et al., 2016; Stein et al., 2017). A obesidade pode,
portanto, agravar os sintomas desses transtornos psiquiatricos, ao passo que a
depressdo e a ansiedade podem contribuir para comportamentos alimentares
desregulados, perpetuando o ciclo de obesidade e agravamento dos sintomas de

depressao e ansiedade (Amiri S; Behnezhad S, 2019).

4.3 EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO E SUA INFLUENCIA NA
DEPRESSAO E ANSIEDADE

Os seres humanos hospedam milhdes de microrganismos, presentes tanto nas
superficies do corpo quanto nas cavidades. A interacdo entre humanos e
microrganismos proporciona beneficios mutuos e é ecologicamente classificada como
simbiose (Martin B; Schwab E, 2012). Diversas comunidades microbianas colonizam
o trato respiratorio, gastrointestinal e genital, desempenhando fungdes especializadas
e com organizacgao distinta (Lozupone et al., 2012). O termo mais apropriado para
designar essas comunidades é "microbiota", ja que expressdes como "flora" ou

"microflora" originalmente se referiam a plantas (Pace, 2009).

A microbiota intestinal adulta € composta por mais de 100 trilhdes de
microrganismos, sendo a maioria pertencente ao dominio das bactérias, com
predominancia de colonizagédo no célon (10" - 102 células/ml) (Bermon et al., 2015).
O intestino grosso, em especial o coldn, é considerado a regi&do mais favoravel do trato
gastrointestinal para o desenvolvimento de espécies microbianas, ja que o estbmago
e o intestino delgado apresentam fatores que dificultam o crescimento desses
organismos, como a presenga de suco gastrico e sais biliares (Guarner e Malagelada,
2003). Estima-se que a microbiota intestinal humana seja composta por, pelo menos,
1000 espécies bacterianas conhecidas, responsaveis pela codificacdo de mais de 3
milhdes de genes, 0 que corresponde a um numero 100 vezes maior do que 0s genes

do genoma humano (Bermon et al., 2015; Ley et al., 2006).

Estudos moleculares revelaram que os principais taxons da microbiota intestinal
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humana e de camundongos sao Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Actinomycetes, correspondendo a 64%, 23%, 8% e 3% dessa microbiota,
respectivamente. Mais de 90% dos taxons bacterianos pertencem a dois grandes filos:
Bacteroidetes e Firmicutes (Ley et al., 2006; Zupancic et al., 2012). Além disso,
analises de amostras fecais humanas identificaram taxons filogeneticamente
relacionados ao filo Archaea, como o Methanobrevibacter smithii (Arumugam et al.,
2011). Também fazem parte dessa microbiota organismos eucariotos, como fungos, e
até mesmo virus, o que contribui para sua elevada diversidade (Qin et al., 2010).
Alteracbes na composicao dessa microbiota estdo associadas a mudancas nas
fungdes microbianas, podendo levar ao desenvolvimento de diversas doengas, como

sera discutido posteriormente.

Por se tratar de uma relagdo simbibtica, os microrganismos hospedados no
coldn recebem continuamente um suprimento de agua e nutrientes, enquanto, em
contrapartida, proporcionam diversos beneficios a saude humana (Backhed et al.,
2005). Esses beneficios, por exemplo, ndo sdo observados em camundongos livres
de microrganismos, conhecidos como germ-free, que apresentam diferencas
fisioldgicas e anatémicas significativas em relagao a animais com microbiota. Essas
diferengas incluem maior necessidade nutricional, alteragdes no peso de érgdos como
0 coragado, menor espessura da parede intestinal, menor numero de linfonodos, entre
outras (Bamola et al., 2017). A microbiota intestinal pode influenciar a homeostase de
varias regides do corpo, incluindo o SNC, com evidéncias sugerindo que ela pode
modificar fun¢des cerebrais levando a neuroinflamagdo. Neste sentido, o eixo
intestino-cérebro € uma via de comunicagao bidirecional complexa entre esses dois
orgaos, envolvendo diversos intermediarios, como hormdnios, citocinas imunoldgicas
e até sinais neurais (Rhee et al., 2009). Esse eixo € composto por fibras e neurdnios
do Sistema Nervoso Autonomo (SNA), pelo eixo HPA e pela microbiota intestinal. Os
beneficios proporcionados pela microbiota podem ser agrupados em trés principais

funcdes: metabdlicas, protetoras e neurotréficas (Silva et al., 2020).

A microbiota intestinal desempenha um papel crucial na metabolizacdo de
componentes n&o digeriveis, como certos polissacarideos. No intestino distal, os
microrganismos fermentam esses carboidratos, resultando na produgéo de etanol,
gases (como H,, CO, e CH,) e, principalmente, SCFA (Morrison e Preston, 2016; Rios-
Covian et al., 2016). Os principais SCFA produzidos sédo acetato (2 carbonos),
propionato (3 carbonos) e butirato (4 carbonos), que, além de serem metabolizados
pelos colondcitos, exercem importantes efeitos metabolicos no organismo (Bloemen

et al., 2009). Esses acidos graxos sao capazes de regular o metabolismo hepatico de
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lipideos e glicose (Den Besten et al., 2015; Nishina e Freedland, 1990) e de reduzir os
niveis de insulina por meio da ativacdo do Receptor de Acidos Graxos Livres 2 (Free
Fatty Acid Receptor 2 e 3 - FFAR2/3) também conhecidos por receptores acoplados a
proteina G (GPR — 41, 43 e 109) (Silva et al., 2020). Os SCFA também tém a
capacidade de exercer efeitos neuroenddcrinos, auxiliando no controle do apetite e do
consumo alimentar (Byrne et al., 2015; Chambers et al., 2015). Além disso, ja se sabe
que esses acidos graxos podem regular o sistema imunoldgico e a resposta
inflamatdria de diversas maneiras, como por meio da inibi¢do da ativagdo do NF-kB e
da desacetilagao das histonas (HDAc)(Arpaia et al., 2013; Luhrs et al., 2002).

A relagao entre microbiota e imunidade esta bem estabelecida e envolve varias
vias importantes de sinalizagdo. Além dos SCFA mencionados anteriormente, a
microbiota desempenha um papel crucial na prevencdo da invasao de diversos
agentes patogénicos, como o Clostridium difficile (Hooper e Macpherson, 2010;
Lawley et al., 2009). Isso ocorre devido a competicado pela regido da borda em escova
no intestino e a oferta de nutrientes aos microrganismos. Além disso, algumas
bactérias produzem substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas, que inibem
o crescimento de outros microrganismos (Dobson et al., 2012). Interessante, a
microbiota intestinal também desempenha um papel importante na proliferacao das
células epiteliais intestinais, visto que, em camundongos germ-free, as criptas
intestinais sdo menores e apresentam menos ceélulas-tronco quando comparados aos
animais normais (Sommer et al., 2015; Von Frieling et al., 2018). Os microrganismos
também podem regular o desenvolvimento das células imunolégicas T CD4+ para
produzirem um perfil de citocinas Th17 nos foliculos linféides intestinais (Ivanov et al.,
2008). Por sua vez, animais germ-free apresentam os orgaos linféides
subdesenvolvidos, o que os torna mais suscetiveis a infecgdes (Fiebiger et al., 2016).
Os SCFA produzidos da microbiota ativam células neuroenddcrinas intestinais que
produzem peptideos reguladores do apetite como o GLP-1 (e o PYY (Peptideo YY))
(De Silva A; Bloom S, 2012).

Além da sinalizacao intestinal, a microbiota consegue influenciar a fisiologia
cerebral, afetando a atividade de neurdnios e células da glia tanto do intestino como
do SNC por meio de varias conexdes. O processo inflamatério intestinal ativa as
células gliais entéricas (EGCs), que compartilham similaridades com astrécitos e, apds
ativacao, liberam citocinas pré-inflamatoérias, como TNF-a, IL-1B e Oxido nitrico
(Seguella e Gulbransen, 2021). Além disso, o intestino inflamado de pacientes com
barreira epitelial intestinal prejudicada esta relacionado a diminuigdo dos niveis de

Fator Neurotréfico Derivado da Glia produzido pelas EGCs, o que esta associado a
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reducao da proteina juncional desmossémica desmogleina 2, aumento de p38 MAPK
e citoqueratinas (Meir et al., 2019). Essas citocinas ativam o nervo vago, o qual atua
como principal mediador entre as inervacdes extrinsecas do intestino e o cérebro,
além de encaminhar fibras parassimpaticas para o trato gastrointestinal (Beiroa et al.,
2014; Foster et al., 2017). Esta ativagdo do nervo vago modula o eixo HPA,
estabelecendo uma conexao entre a inflamacgao intestinal e a resposta neuroenddcrina
ao estresse. O eixo HPA é uma via importante porque prepara o0 organismo
fisicamente para situagdes de estresse. Entre suas varias fungdes, ele pode influenciar
o trato gastrointestinal, afetando a permeabilidade intestinal e a inflamacgao (Czimmer
et al., 2006; Zheng et al., 2013). No entanto, a ativagdo excessiva desse eixo esta
associada a perturbacdo da microbiota (Weerth, 2017) e alteragbes cerebrais
(Jacobson, 2014). Por fim, a microbiota intestinal contribui para a regulagado do eixo
cérebro-intestino por meio do controle das citocinas inflamatorias (Desbonnet et al.,
2008), sensibilizagao do nervo vago (Bravo et al., 2011) e, como ja mencionado, pela
producdo ou regulacdo de compostos neuroenddécrinos (Burokas et al., 2017).
Consequentemente, a alteracdo da microbiota leva a modificagcdo da sinalizacao
desse eixo esta associada a doengas metabdlicas, como obesidade e diabetes
(Lartigue et al., 2011; Grasset et al., 2017) e a transtornos neuropsiquiatricos, como

depressao e ansiedade (Cryan e O’Mahony, 2011; Grenham et al., 2011).

Disbiose ¢é definida como uma alteragdo na estrutura das comunidades
microbianas residentes, acompanhada por uma diminuicdo na diversidade microbiana
e um aumento de microrganismos patogénicos em relagdo a microbiota de individuos
saudaveis (Petersen C; Round J, 2014). Diversos estudos demonstraram
modificagdes na estrutura da microbiota em doencas inflamatérias intestinais, como a
colite ulcerativa (Aas et al., 2003), diabetes (Karlsson et al.,, 2013), asma
(Abrahamsson et al.,, 2014) e transtornos neuropsiquiatricas, como o autismo,
depressao e ansiedade (Grochowska et al., 2018). Ha varios fatores que podem
causar a alteracao da microbiota, incluindo a genética do individuo, infeccdes, terapias
medicamentosas (especialmente com antibidticos) e dieta (Jumpertz et al., 2011; Kau
et al., 2011; Penders et al., 2006).

O consumo de dietas ricas em gorduras ja mostrou modificar a estrutura da
microbiota intestinal em humanos e modelos experimentais. Um exemplo disso é a
alteracdo na proporgao entre os filos Firmicutes e Bacteroidetes. Estudos
documentaram que uma dieta hiperlipidica (35% a 45% de gordura) resulta em uma
diminuicdo dos Bacteroidetes e um aumento dos Firmicutes (Hildebrandt et al., 2009;

C. Zhang et al., 2012). Além disso, dietas ricas em lipidios reduzem a diversidade
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microbiana em comparag¢ao com animais alimentados com dietas normais (Parks et
al., 2013). Em humanos, a composi¢ao dietética também pode alterar a estrutura
microbiana, aumentando a razdo Firmicutes/Bacteroidetes e a diversidade (David et
al., 2014; Di Filippo et al., 2013). Além das modificagcbes mencionadas, as dietas
ocidentais tém sido associadas ao aumento da permeabilidade intestinal por meio de
mecanismos ja descritos na literatura. Lam e colaboradores (2012) relataram que o
consumo de uma dieta rica em gordura em camundongos C57BL-6 resultou em uma
diminuicdo na expressdo das proteinas de juncdo estreita no célon proximal. Da
mesma forma, Cani e colaboradores (2008) mostraram que dietas obesogénicas
levavam a diminui¢ao das proteinas da zona de oclusao e das jung¢des apertadas (do
inglés, tight junctions). A redugao dessas proteinas pode ser regida por um processo
de feedback negativo relacionado ao aumento das citocinas pro-inflamatorias na
disbiose (Al-Sadi et al., 2010; Ye et al., 2006). Adicionalmente, a disbiose intestinal,
leva a reducdo dos SFCAs, a qual esta diretamente relacionada a diminuicdo da
expressao de proteinas das juncdes intercelulares das células epiteliais intestinais,
como a ocludina, a claudina e a zonula occludens (ZO-1). Esse comprometimento
estrutural favorece o aumento da permeabilidade intestinal, permitindo a translocacéao
de microrganismos e seus produtos para a circulagao sistémica, o que pode contribuir
para processos inflamatorios e doencgas associadas a disfungao da barreira intestinal
(Ma et al., 2022).

Em fungdo do impacto das dietas hiperlipidicas no desenvolvimento de
bactérias Gram-negativas, observa-se um aumento nos niveis de LPS no plasma de
animais obesos (Kim et al., 2012). O LPS pode ser facilmente translocado para a
circulagao sistémica, sendo reconhecido pelos TLR-4 tanto no intestino quanto na
periferia, o que induz a ativacio da via de sinalizacdo NF-kB, responsavel pela sintese
de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (Hawkesworth et al., 2013). Niveis
elevados de LPS desempenham um papel chave no desenvolvimento de doencas
cronicas, condicao conhecida como endotoxemia metabdlica (Cani et al., 2008;
Ghanim et al.,, 2009). O TLR-4 também €& expresso na micréglia no SNC, e sua
ativacdo leva a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-1B,
resultando em efeitos deletérios previamente mencionados (Beutler, 2000; Mrak e
Griffin, 2005). A inflamagao causada pelo LPS esta diretamente relacionada, também,
ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos, como a depressao e ansiedade
(André et al., 2014; Lee et al., 2018; Stevens et al., 2018).
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Em resumo, a microbiota intestinal desempenha um papel crucial na regulagéo do

eixo intestino-cérebro e na manutengao da saude geral. Sua alteragao, conhecida como
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disbiose, frequentemente resultante de fatores de estilo de vida, como dietas nao

saudaveis e estresse, esta fortemente associada a obesidade e suas consequéncias
adversas para o humor. Padrdes alimentares saudaveis, como dietas ricas em fibras e
vegetais, aumentam a diversidade da microbiota intestinal e promovem a integridade
epitelial intestinal, a homeostase imunolégica e a fungdo normal do SNC por meio do
eixo intestino-cérebro. Por outro lado, dietas ocidentais, ricas em agucares simples e
gorduras saturadas, tendem a reduzir a diversidade microbiana, promover inflamacéao e
contribuir para a sindrome do intestino permeavel. Esse padrao alimentar facilita a
translocagado de componentes bacterianos Gram-negativos, o que aumenta a inflamacgao
periférica e gera neuroinflamacao, resultando em alteragées no SNC. Esse processo esta
bem ilustrado na figura 5, que exemplifica o impacto das dietas ocidentais na microbiota

intestinal e nas consequéncias para o sistema nervoso.

Figura 5. Relacao entre a microbiota intestinal e o eixo intestino-cérebro na obesidade e
nos transtornos mentais relacionados.
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Legenda: A microbiota intestinal desempenha um papel crucial na modulagdo do eixo
intestino-cérebro e na manutengao da saude humana. No entanto, a disbiose, que pode ser
causada por fatores como dietas inconvenientes, é fortemente associada a obesidade e aos
seus efeitos prejudiciais sobre o humor e a cogni¢do. Dietas hiperlipidicas alteram a
diversidade microbiana,

promovem inflamagdo por meio da ativagdo do TLR-4 e

comprometem a integridade epitelial intestinal, faciltando a translocacdo de toxinas
bacterianas como o LPS. Esse processo intensifica ainda mais o estado inflamatério da
obesidade, resultando em neuroinflamacgao e alteragdes cognitivas. Por outro lado, dietas ricas
em fibras aumentam a diversidade da microbiota intestinal, contribuindo para a preservacao

da integridade do epitélio intestinal, a manutencg&o da imunidade normal e o equilibrio saudavel




do SNC. Activation= Ativagao; Altered levels of neurotransmitters = Niveis alterados de
neurotransmissores; Dysbiosis =Disbiose; Enterocytes= Enterdcitos; Eubiosis = Eubiose;
GABA= Acido gama-aminobutirico; Gut microbiota = Microbiota intestinal; Healthy CNS
Function= Fungao saudavel do SNC; Healthy levels of inflammatory cells = Niveis saudaveis
de células inflamatdrias; Healthy diet = Dieta Saudavel; Intestinal lumen= Lumen intestinal;
Microbial diversity= Diversidade microbiana; Modulation= Modulagdo Normal tight juntion=
Tight juntion normal; Normal levels of neurotransmitters = Niveis normais de
neurotransmissores; Physiologycal imune response= Resposta imune fisioldgica; Prebiotics=
Prebiéticos, Probiotics= Probiéticos; SCFA (Short Chain Fat Acids) = Acidos graxos de cadeia
curta; 5-HT = 5-hidroxitriptamina,

Fonte: AGUSTI, A. et al. 2018
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De maneira geral, a dieta hiperlipidica esta vinculada ao desenvolvimento tanto da

obesidade quanto da disbiose, e ambos estao correlacionados ao aumento dos processos

inflamatoérios sistémicos. Como demonstrado anteriormente, ha uma conexao entre o

intestino e o cérebro por meio de vias neurais, endocrinas e imunoldgicas, que, quando

desreguladas, podem afetar estruturas cerebrais como hipocampo e cortex pré-frontal, as

quais estéo ligadas ao humor. Nesse contexto, a modulagdo da microbiota alterada, por

meio de interveng¢des ndo farmacoldgicas, pode ser uma estratégia eficaz para reduzir a

inflamacéao, auxiliando na prevencao e no tratamento de disfungdes cognitivas e outras

comorbidades associadas a obesidade. Em particular, € importante considerar elementos

nutricionais com propriedades imunorreguladoras.

4.4 SOLUCOES NATURAIS E ACESSIVEIS: COMO OS PREBIOTICOS MODULAM A
SAUDE?

A microbiota desempenha um papel importante na regulacdo da imunidade,
contribuindo para esclarecer a etiopatogenia e, até mesmo, atenuar os sintomas
classicos de doengas neurodegenerativas e comportamentais, como ansiedade,
depressao e doenga de Alzheimer (DA), entre outras (Collins et al., 2012). Além disso,
diversos microrganismos presentes em alimentos podem interagir com o microbioma e
com células do organismo, causando tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais (Arora
et al., 2013). Dentre esses microrganismos, destacam-se os probiéticos, conhecidos
por seus impactos positivos no organismo. De acordo com a Associagao Cientifica
Internacional para Probiéticos e Prebidticos (ISAPP), probiéticos sdo definidos como
microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas, promovem
beneficios a saude do hospedeiro (Gibson et al., 2017).Essa ideia se baseia nas
observacdes de Elie Metchnikoff em 1907, que associou o consumo de produtos lacteos

fermentados a melhoria da saude em populagées de aldeias bulgaras (Mackowiak,



2013).

Diversas espécies de bactérias sdo utilizadas como probidticos, sendo as mais
comuns pertencentes aos géneros Bifidobacterium (Ray et al., 2014) e Lactobacillus
(Shokryazdan et al., 2014). Ja o principal tipo de leveduras, destaca-se Saccharomyces
boulardii (Kelesidis e Pothoulakis C, 2012). Estudos relatam inumeros beneficios
associados ao uso de probidticos, incluindo a redugéo da intolerancia a lactose (Oak e
Jha, 2019), melhoria da asma (Mennini et al., 2017), controle de disbiose (Ducatelle et
al., 2015) e auxilio no manejo de doencas cronicas como diabetes e obesidade, por
meio de mecanismos epigenéticos (Sun e Buys, 2016; Tonucci et al., 2017; Vahamiko
et al., 2019).

De forma semelhante aos probidticos, a definicdo de prebidticos foi inicialmente
proposta por Gibson e Roberfroid no final do século XX, caracterizando-os como
componentes alimentares ndo digeriveis pelo organismo humano, mas que oferecem
beneficios a saude ao serem metabolizados por bactérias especificas do colon (Gibson
e Roberfroid, 1995). Em 2004, Gibson e colaboradores (2004) estabeleceram trés
critérios essenciais para que um composto seja considerado prebidtico: ser resistente
a acidez gastrica, a acdo de enzimas humanas e ndo ser absorvido no trato
gastrointestinal. Além disso, ele deve ser fermentado pela microbiota intestinal e
promover o crescimento ou a atividade de bactérias benéficas. Posteriormente,
observou-se que os prebidticos também podem ser aplicados em outras regides do
corpo, como pele e vagina, onde exercem efeitos positivos (Ouwehand et al., 2010;
Reid, 2012). Em 2017, a ISAPP redefiniu o conceito de prebiéticos como “um substrato
utilizado seletivamente por microrganismos do hospedeiro, conferindo beneficios a
saude” (Gibson et al., 2017). Entre os prebidticos mais relevantes destacam-se os
mananoligossacarideos (MOS), xiloligossacarideos (XOS), inulina, oligossacarideos do
leite  humano (HMO), com énfase especial nos Frutooligossacarideose
Galactooligossacarideos (Gibson et al., 2017).

A maioria dos prebidticos sdo de origem vegetal (Campbell et al., 1997) sendo o
FOS encontrados em frutas, legumes e vegetais como Alcachofra de Jerusalém (10-
15% do peso seco), Batata yacon (3-19% do peso seco), Chicdria (5-10% do peso
seco), Alho (3,6-6% do peso seco), Alho-pord (2,4-8,0% do peso seco), Aspargos (2-
3% do peso seco), Cebola (1,1-7,5% do peso seco) e Trigo (1-4% do peso seco)
(Macedo et al., 2020). Estas concentracbes podem varias conforme o estagio de
maturagc&o do alimento e o tipo de preparo (cru, cozido ou fervido). No entanto, para
obter os beneficios associados aos prebidticos relatados na literatura, como melhora

na saude intestinal e reducao de inflamacéo, seria necessario consumir quantidades
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elevadas de alimentos diariamente, o que é inviavel. Em contrapartida, suplementos
concentrados enriquecidos com prebidticos tém sido uma alternativa eficaz para atingir
as quantidades adequadas. Por isso, a industria alimenticia ja consegue produzir e

vender a forma isolada de alguns prebiotico, como o FOS.

A obtencao comercial dos frutooligossacarideos pode ser realizada a partir de fontes
vegetais, por meio de extracao direta ou por hidrélise enzimatica da inulina. A inulina,
presente em diversas plantas como a chicéria e o alho-poro, é frequentemente utilizada
devido a sua abundancia e capacidade de ser transformada em FOS por agdo de
enzimas especificas. Esse processo € amplamente empregado na industria alimenticia
para a producéo de ingredientes com propriedades prebidticas, que contribuem para a
saude intestinal. Neste caso, a sintese de FOS ocorre pela transfrutosilacdo de residuos
de sacarose, mediada pelas enzimas frutosiltransferases ou B-frutofuranosidases
(Blanch et al., 2011). A estrutura dos produtos dessa reacdo depende da origem das
enzimas utilizadas na sintese, as quais podem ser produzidas por fungos como
Aureobasidium pullulans, Aspergillus niger, Aspergillus japonicus, Aspergillus foetidus,
Aspergillus oryzae, Aspergillus sydowi, Fusarium oxysporum, Penicillium rugulosum e
Scopulariopsis brevicaulis, por leveduras como Saccharomyces cerevisiae e por

bactérias como Bacillus macerans (AntoSova e M. Polakovic, 2001).

Por sua vez, os galactooligossacarideos sao oligossacarideos derivados da
galactose e estdo incluidos na categoria de oligossacarideos n&o digeriveis (Non
Digestible Oligosaccharides - NDQO). Esses compostos possuem aprovagédo como
aditivos alimentares FOSHU (Foods for Specified Health Use) - Orgao regulamentar de
saude Japao (Sanz Valero, 2009). Comercialmente, o GOS consiste em uma mistura
de diferentes espécies de oligossacarideos, podendo ser produzido por meio de uma
reacao de transgalactosilagao entre lactose e a enzima 3-galactosidase. Durante esse
processo, os subprodutos gerados incluem glicose e galactose (Sanz Valero, 2009). A
reagcao ocorre pela transferéncia de um residuo de acucar da porgcao glicona do
substrato para outra molécula de lactose. Caso a transferéncia ocorra para uma
molécula de agua, o resultado serd uma reacao de hidrolise (Akiyama et al., 2001). A
composi¢cdo final do GOS comercial geralmente apresenta mais de 55% de
oligossacarideos, cerca de 20% de lactose, 20% de glicose e uma quantidade residual
de galactose, sendo disponibilizado tanto em forma liquida quanto em pé (C. S. Chen
et al., 2002). Diversas empresas como a Nestlé®, BIOLIGO® e Bimuno®, produzem o
GOS a fim de que possam ser incluidos em alimentos como iogurte, paes, cereais e
bebidas (Grimaldi et al., 2016). Prebidticos se destacam dos probidticos por

estimularem diversas espécies benéficas, sendo mais eficazes em casos de disbiose
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multiespécie (Gibson et al., 2004).

Os FOS e GOS séo classificados como prebidticos bifidogénicos devido a sua
capacidade de estimular o crescimento de bactérias anaerobias do género
Bifidobacterium tanto em humanos quanto em animais (Liu et al., 2017; Mao et al., 2018;
Martinez et al., 2013; Wingen et al., 2007). Além disso, esses compostos favorecem o
desenvolvimento de bactérias gram-positivas produtoras de acido latico, como
Lactobacillus spp. (Goderska et al., 2008). A fermentagdo desses prebidticos por
bactérias dos géneros mencionados reduz o pH do cdlon, inibindo o crescimento de
bactérias patogénicas (Arboleya et al., 2016; Orrhage K; Nord C, 2000). De maneira
geral, os FOS e GOS apresentam beneficios que véo além do trato gastrointestinal,
impactando positivamente o sistema imunolégico, o0 metabolismo 6sseo e lipidico (Reid
et al., 2017; Savignac et al., 2016; Soleimani et al., 2012; Vulevic et al., 2013; Weaver
et al., 2011).

Além dos efeitos periféricos, os probidticos também demonstram a capacidade
de influenciar positivamente o SNC. Nesse contexto, Dinan, Stanton e Cryan (2015)
introduziram o termo "psicobidticos" para descrever probidticos que oferecem
beneficios a saude mental. De forma semelhante, os prebidticos, ao promoverem o
crescimento de bactérias benéficas, também podem ser classificados como
psicobioticos (Sarkar et al., 2016). A literatura destaca diversos prebidticos com
atividade psicobiética, como a inulina (Smith et al., 2015), XOS (Chunchai et al., 2018),
oligossacarideos de leite humano, como a sialilactose (Oliveros et al., 2018; Sakai et
al., 2006), e, principalmente, FOS e GOS(de Paiva et al., 2023).

Diversos estudos pré-clinicos sugerem que a administragao de prebidticos nas
fases iniciais do desenvolvimento pode gerar efeitos neurolégicos positivos na vida
adulta, mediando esses beneficios por meio da reducéo de processos pro-inflamatorios
e de acdes diretas no SNC. Por exemplo, Wiliams e colaboradores (2016)
demonstraram que ratos neonatos tratados com GOS entre 19 e 53 dias apresentaram
maior expressao da subunidade N2A do receptor N-metil-d-aspartato (NMDAR), BDNF
e sinaptofisina (SYN) no hipocampo, favorecendo a neurotransmissao e a plasticidade
sinaptica. Resultados semelhantes foram observados por Savignac e colaboradores
(2013) que relataram maior expressao de BDNF e subunidades NMDAR (NR1 e NR2)
no hipocampo e cortex frontal de camundongos alimentados com FOS e GOS por cinco
semanas. Além disso, estudos apontam uma conexao entre a administracao de GOS e
alteragdes hormonais periféricas. A suplementagcdo de GOS em ratos aumentou os
niveis plasmaticos do hormdnio intestinal PYY, sugerindo que a elevagao da expressao

de BDNF no cérebro pode ser mediada por esse hormdnio. Mais recentemente, Gronier
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e colaboradores (2018) identificaram que a ingestdo de GOS por trés semanas em
ratos Sprague-Dawley aumentou as respostas neuronais ao NMDA e mitigou os danos
causados pelo antagonista farmacologico do receptor NMDA, HA-966, promovendo um

efeito pré-cognitivo associado ao NMDA.

Chen e colaboradores (2017) demonstraram que o FOS aumenta as
concentracdes de neurotransmissores como acetilcolina, serotonina e adrenalina, além
de atenuar danos na regido CA1 do hipocampo, reduzindo déficits cognitivos em
modelos animais com DA. Em outro estudo com camundongos APP/PS1, Sun e
colaboradores (2019) observaram que o tratamento com FOS por seis semanas
melhorou a cognic¢do, avaliada pelo desempenho no Labirinto Aquatico de Morris, um
efeito associado ao aumento dos niveis de SYN e da proteina de densidade pos-
sinaptica (em inglés, Postsynaptic Density protein 95 - PSD-95), importantes para a
plasticidade sinaptica. Além disso, Burokas e colaboradores (2017) demonstraram que
o tratamento com FOS e GOS por 3 semanas em camundongos C57BL/6 reverteu
comportamentos semelhante a depressao e ansiedade em um modelo de estresse
crénico, com redugao dos niveis plasmaticos de corticosterona, aumento da expressao
dos receptores de BDNF, GABAB1 e do GABAB2 no hipocampo, além de diminuicao
da expressdo do receptor glicocorticoide no hipotalamo. No cortex pré-frontal, os
prebidticos reduziram os niveis plasmaticos de triptofano e elevaram os niveis de

serotonina

Diante das evidéncias apresentadas, os prebidticos, em especial FOS e GOS,
emergem como alternativas naturais e acessiveis para a modulagdo da microbiota
intestinal, impactando positivamente ndo apenas a saude gastrointestinal, mas também
a fungdo imunoldgica, metabdlica e neuroldgica. A associagdo de FOS e GOS
apresenta uma maior capacidade de estimular seletivamente o crescimento de
microrganismos benéficos, como Lactobacilos e Bifidobactérias, e influenciar a
comunicacao entre o intestino e o cérebro reforca seu papel como aliados na promocgéao
da saude mental e na prevencdo de doencas cronicas. Embora o consumo de
prebidticos através da alimentagao seja um caminho viavel, evidéncias cientificas sobre
seu impacto especifico na depressao e ansiedade quando comorbidas a obesidade sao
extremamente escassas. Considerando a complexa interagdo entre o eixo intestino-
cérebro e os mecanismos metabdlicos envolvidos, pesquisas futuras nessa area podem
oferecer novas perspectivas e esperanga para o desenvolvimento de abordagens
complementares no tratamento de pacientes que apresentam essas comorbidades. A
investigacdo desses efeitos pode contribuir para estratégias terapéuticas mais
integrativas, promovendo beneficios tanto para a saude mental quanto para o equilibrio
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metabdlico desses individuos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estao apresentados na forma de artigo.
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ab.*

, Lais Macedo Maciel *, Rodrigo Soares da Silva ah
, José Roberto Botelho de Souza, Christina Alves Peixoto ™%

Igor Henrique Rodrigues de Paiva
Ingrid Prata Mendonca *"

* Laboratory of Ultrastructure, Aggeu Magalhaes Institute (IAM), PE, Brazil
b p

di Program in Biological Sci Center of Bi Federal University of Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil
© Department of Zoology, Federal University of Pernambuco, Recife, PE, Brazil
4 Institute of Science and Technology on i dulation (INCT-NIM), Brazil
ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Previous research has demonstrated that Prebiotics can influence the composition of the gut microbiota,
HFD‘ ) consequently impacting mood regulation. This study aimed to assess the effects of Prebiotics, specifically
P’eb'“‘fs Fructooligosaccharides (FOS) and Galactooligosaccharides (GOS) on neuroinfl ion, d i and
zpf&:swn anxiety-like behavior in a mouse model fed a high-fat diet (HFD). Initially, mice were divided into two groups: a
Gu:“:ﬂimbiom control group on a standard diet (n = 15) and a group on an HFD for 18 weeks (n = 45). By the 13th week, the
T —— HFD group was further divided into experimental groups: Control (n = 15), HFD (n = 15), HFD receiving Pre-

biotics (n = 15), and HFD receiving Fluoxetine (n = 15). From the 13th week onward, the HFD + Prebiotics
group received both the high-fat diet and a combination of FOS and GOS, while the HFD + Fluoxetine group
received Fluoxetine in their drinking water. In the 18th week, all mice underwent tests to evaluate behavior,
including the Tail Suspension Test (TST), Forced Swimming Test (FST), Sucrose Preference Test (SPT), and the
Plus Maze Test (PMT), after which they were euthanized. Mice on the HFD exhibited increased body weight,
abdominal size, blood glucose, triglyceride levels, cholesterol, insulin, HOMA index, and higher serum IL-1p.
These obese mice also displayed an increased number of microglia and astrocytes, activation of the TLR4
pathway, and elevated levels of neuroinflammatory markers like TNF-a, IL-1p, and COX-2. Moreover, obese mice
showed increased activation of the IDO pathway and decreased levels of NMDA receptors. Additionally, markers
of neurogenesis and synaptic plasticity, such as PSD, SAP 102, CREB-p, and BDNF, were lower. Treatment with
FOS and GOS reversed symptoms of depression and anxiety in mice subjected to HD. This improvement in
behavior resulted from a reduction in dysbiosis with an increase in acetate-producing bacteria (B. acidifaciens and
B. dorei) and intestinal permeability, leading to a decrease in chronic peripheral and central inflammation.
Furthermore, the modulation of the gut-brain axis by FOS and GOS promoted elevated acetate and GPR43 levels
in the brain and a reduction in the levels of pro-inflammatory cytokines, positively impacting signaling pathways
of neuronal proliferation and survival in the hippocampus and prefrontal cortex.

1. Introduction consequences of delayed intervention. An insufficient therapeutic

response is observed with currently available antidepressants; 10-30 %

The susceptibility to developing mood disorders, including anxiety
disorders and depression, is determined by a combination of genetic and
environmental factors. Among these environmental factors, high-fat diet
(HFD) has an important influence (Li et al., 2022). The identification of
faster-acting antidepressants holds significant importance in enhancing
adherence to treatment regimens and mitigating the detrimental

of individuals with depression show treatment resistance, which refers
to the absence of positive results after trying different classes of phar-
macological agents at appropriate dosages and periods (Al-Harbi, 2012).
Moreover, there exists an elevated risk of suicide during acute-phase
antidepressant treatment of undergoing antidepressant treatment
(Simon et al., 2006).
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The intake of a diet rich in fats is connected to both metabolic
dysfunction and psychiatric disorders. Research has indicated the pos-
sibility that the disruption of serotonergic neurotransmission in hippo-
campus could be responsible for the coexistence of HFD and depression
(Hersey etal., 2021). Additionally, the depressive behavior displayed by
HFD-fed mice is related to an escalation in lipids™ buildup in microglial
cells and the reshaping of neurons in the hippocampus (HC) (Zhuang
et al., 2022).Further exploration is required to gain a more profound
understanding of the mechanisms underpinning depressive behaviors
resulting from the consumption of an HFD.

Other studies have demonstrated the impact of consuming an HFD on
metabolic disturbances such as obesity and hyperglycemia and behavior
resembling depression in mature Wistar rats. Moreover, mice fed HFD
showed depression-like symptoms, and there was a notable rise in in-
sulin levels (Lam et al., 2021). Both GLP-1 and its analogs hold thera-
peutic promise for addressing depression and anxiety reviewed by
Anderberg et al., 2016; Kim et al., 2020). HFD-fed C57BL/6 led to a
reduction in plasma GLP-1 levels (Anini & Brubaker, 2003). Addition-
ally, the high-fat diet increased the swift degradation of GLP-1 by
dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4), making it less probable for substantial
quantities of active gut-derived GLP-1 to reach the central nervous
system (CNS)(Lietzau et al., 2022). Moreover, the disruption of lipid
metabolism brought about by HFD consumption could play a pivotal
role in the emergence of depressive and anxiety behaviors. In-
vestigations have also established a connection between blood lipid
levels and the pathophysiological pathways associated with depression,
as highlighted by So et al. (2021).

The theory of monoamine depletion postulates that an imbalance in
5-hydroxytryptamine (5-HT) neurotransmission could contribute to the
onset of depression (Elhwuegi, 2004). Nevertheless, several reviews
have challenged this notion, demonstrating that a reduction in 5-HT
alone might not be sufficient to exacerbate depression. This points to
the existence of other underlying causes of depression (Jesulola et al.,
2018; slavich & Sacher, 2019). Investigations conducted in both
humans and rodents have revealed a cormrelation between obesity,
heightened inflammation, and depression (McLachlan etal., 2023; H. Yu
et al., 2023). Indeed, prolonged elevation of cytokine levels in mice
consuming an HFD has been linked to specific changes in neuroplasticity
within certain brain regions, like the prefrontal cortex (PFC) and hip-
pocampus, ultimately contributing to mood disturbances, as reviewed
by Fulton et al (2022).

Tryptophan is converted into N-formyl kynurenine through the ac-
tion of IDO and subsequently into L-kynurenine (KYN), which is
catabolized into 3-hydroxykynurenine (3-HK) by kynurenine-3-
monooxygenase (KMO) and transformed into 3-hydroxy anthranilic
acid (3-HAA) by Kynureninase (KYNU). The 3-HAA is metabolized into
quinolinic acid (QUIN) by 3-hydroxy anthranilate 3,4-dioxygenase
(HAAO). Proinflammatory cytokines and lipopolysaccharides (LPS)
can potentially trigger the activation of the IDO pathway (Réus et al.,
2015). The elevated levels KYN and its harmful byproducts like QUIN.
Concurrently, IDO activation is connected to a reduction in 5-HT levels.
Activation of the IDO pathway by neuroinflammation leads to excito-
toxicity through N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors through
QUIN, which is associated with the underlying mechanisms of depres-
sion (reviewed by Braidy & Grant, 2017). Consequently, the activation
of the IDO pathway could lead to a decrease in 5-HT levels and death of
neurons.

Accumulating evidence suggests that gut microbiota homeostasis is
closely related to brain function, promoting the gut-brain axis concept.
There are three recognized mechanisms of the gut microbiota: modu-
lation of the immune response (such as inflammatory response), impacts
on metabolism, including short-chain fatty acid — SCFA (like acetate,
butyrate, and propionate), hormones, neuropeptides, and neurotrans-
mitters; and direct effects neuronal signaling (reviewed by Morais et al.,
2021). The interaction between the microbiota, the gut, and the brain
occurs bidirectionally. HFD may lead to a reduction in beneficial
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bacterial load and alters microbial diversity, causing dysbiosis, which
disrupts gut barrier function, thus allowing LPS to enter the blood-
stream, known as metabolic endotoxemia (Cani et al., 2008; Torres-
Fuentes et al., 2017). LPS can bind to microglial surface Toll-like re-
ceptors (TLRs), activating signal transduction and ultimately triggering
NF-kB activation. This process prompts the expression of proin-
flammatory molecules, such as IL-1p and TNFa, which can enter within
HC and PFC, contributing to neuroinflammation (reviewed by Fiebich
et al., 2018).

Strategies to maintain intestinal balance have gained prominence,
mainly through interventions such as prebiotic or probiotic supple-
mentation (Arora et al., 2013; Slavin, 2013). These approaches hold
promise for influencing brain function, behavior, and the progression of
neurological conditions (reviewed by Ansari et al., 2023). Among these
strategies, supplementing with prebiotics to enhance gut microbial di-
versity emerges as a particularly safe option with minimal side effects
(Gibson et al., 2004). The gut microbiota can convert some prebiotics
into lactate and SCFAs, (Yao et al., 2022), which have been associated
with improvements in obesity and chronic inflammation (Zhu et al.,
2015). Furthermore, SCFAs have the potential to affect brain neuro-
logical functions through immunological and endocrine pathways
(reviewed by Hernandez et al., 2019). Fascinatingly, treatment of germ-
free mice with SCFAs resulted in the restoration of changes in microglial
cell structure and the reversal of cellular immaturity (Emy et al., 2015).

Fructooligosaccharides (FOS) and Galactooligosaccharides (GOS)
are commonly combined in dietary fiber supplements to promote the
growth of beneficial bacteria and promoted the improvement of anxious
and depressive-like behaviors akin in a chronic stress model, as well as
the restoration of impaired cognition (Burokas et al., 2017; reviewed by
Paiva et al., 2020). Our previous research demonstrated that FOS and
GOS could enhance cognitive function in obese mice by modulating the
IRS/PI3K/AKT pathway (de Paiva et al., 2023). However, the applica-
tion of prebiotics for addressing depression and anxiety in an HFD model
is an avenue that has not yet been thoroughly explored, lacking reported
clinical trials. Moreover, the effects of prebiotics and the mechanisms
underlying their actions remain incompletely understood. In this study,
we used an anxiety and depression-like mice model by employing a HFD
and treatment with FOS and GOS to explore the mechanisms behind
depression and anxiety.

2. Material and methods
2.1. Animals and experimental protocol

We used 60 male C57BL/6 mice. The animals were supplied from the
central animal facilities of the Aggeu Magalhaes Institute, Brazil. They
were housed in standard cages in a temperature-controlled room (22 +
1 °C) with a 12 h light/dark cycle and water ad libitum. All experimental
procedures were conducted following the internationally accepted
principles for the Care and Use of Laboratory Animals and were
approved by the Aggeu Magalhaes Institute Animal Welfare Committee
(license 135/2018). C57BL/6 mice are used in many research areas,
including obesity, diabetes, and metabolic syndrome.

At eight weeks of age, the wild-type mice were randomly divided into
four groups for each mouse strain (n = 15 per group) and fed either
standard chow (AIN-93 M; normolipid diet, ND) or a high-fat diet (HFD)
for eighteen weeks. The ND contained 14 % protein, 77 % carbohydrate,
and 9 % lipids, and the HFD contained 14 % protein, 33 % carbohydrate,
53 % lipids, and 0.5 % NaCl. Both diets were manufactured by Prag
Solugoes (Jad, SP, Brazil). All animals were weighed at the beginning
and end of the diet period and the trial included in HFD group only mice
with a body mass exceeding 30 g. Mice fed the HF diet received pre-
biotics (FOS/GOS group) or Fluoxetine (Fluoxetine group) from the 13th
week until the final week of the experiment. On the 18th day, the ani-
mals underwent behavioral tests, and subsequently, they received
intraperitoneal injection of lidocaine (5 %) and thiopental (0.05 g/ml)
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for euthanasia. Blood serum, intestinal, and brain tissues were also
collected and stored at —80 °C for further analyses. All mice in the
experiment were fed ad libitum. This experiment was performed 2 times
(Fig. 1).

2.2. Treatment

The mice in the HFD + FOS/GOS group received 0.3 g of FOS (Mo-
lecular Weight. 1963.7 g/mol - Fosvita ®) and 0.4 g of GOS (Molecular
Weight average. 950 g/mol - Bimuno®) diluted daily in the weekly
drinking water, whereas the mice in the HFD + Fluoxetine group
received 20 mg/kg (translational dose) administered daily in drinking
water for six weeks. Previous studies have demonstrated that the
administration of combined prebiotics in the drinking water exhibits
more significant effects than when administered individually (Burokas
etal, 2017; de Paiva et al., 2023). Before treatment, the trial included
only mice with a body mass exceeding 30 g, excluding two animals.

2.3. Sucrose splash test (SST)

The experimental procedure involves the application of a 10 % su-
crose solution onto the dorsal fur of a mouse. Subsequently, we record
the latency (the time elapsed between the application of the solution and
the initiation of grooming), the grooming duration and the total distance
traveled over a 5-minute observation period. These metrics are manually
coded to serve as indicators of self-care and motivational behaviors.
Reduced grooming behavior is regarded as a potential marker for
depression-like tendencies in mice (adapted from Isingrini et al., 2010).

2.4. The Tail Suspension Test (TST)

The TST serves as a behavioral assay in mice, valuable for the pre-
liminary evaluation of potential antidepressant medications and the
examination of other interventions anticipated to influence behaviors
linked to depression (Can et al., 2012). Mice were inverted, positioned
approximately 40 cm above the ground, with a tape affixed 1 em from
the tail tip. This arrangement restricted escape or gripping nearby sur-
faces. “Immobility™ referred to instances when the animal remained
motionless, and its body hung vertically. Immobility duration was
recorded during the final 5 min of the 6-minute test period.

2.5. The Forced Swim Test (FST)

The FST is a rodent-based behavioral measure employed to assess

WEEK 1
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antidepressant drugs, the efficacy of novel compounds in antidepressant
treatment, and experimental manipulations targeting the induction or
prevention of depressive-like states (Can et al., 2012). Briefly, individual
mice were placed in a transparent container filled with water
(22-25 °C), and their mobility associated with escape behavior was
tracked over six minutes. In the FST context, “immobility” was defined
as the absence of movement, apart from essential adjustments for body
balance and keeping the head above water. Focus was directed toward
the final five minutes due to the initial high activity of most mice, with
potential treatment effects possibly not manifesting within the initial
minute. Video surveillance was employed, and immobility time was
measured through on-screen stopwatch software (Xnote Stopwatch,
dnSoft Research Group). Animals were acclimated to the testing envi-
ronment for one hour before testing.

2.6. Elevated Plus Maze Test (EPM)

The EPM, a rodent evaluation, is employed to identify anxiolytic
pharmacological agents. This plus-maze, constructed from plywood,
consists of two enclosed arms (21.5 x 7.5 x 20 ecm) and two open arms
(21.5 x 7.5 em), extending from a central platform measuring 7.5 x 7.5
cm. Therodent is placed at the center of the plus-maze, positioned 38 cm
above the ground, and its conduct is observed and documented within
each arm. The assay capitalizes on rodents’ instinctive aversion to open
spaces, hypothesized to mirror their inherent fear of heights and pre-
dation. Reduced time spent in open arms and increased time in enclosed
arms indicate anxiety-like behavior (Komada et al., 2008).

2.7. Biochemical analysis

Animal weights and average food consumption (grams per week)
were assessed. All animals were fasted (6 h) before euthanasia and blood
collection. The blood underwent centrifugation at 2300 relative cen-
trifugal force (RCF) for 15 min. The serum obtained was then dispensed
into a 96-well ELISA plate, where enzymatic systems were utilized to
determine glucose levels (Labtest Diagnotica S.A®, MG, Brazil -
Ref. 133), triglycerides (Labtest Diagnotica S.A®, MG, Brazil - Ref. 87),
cholesterol (Labtest Diagnética S.A®, MG, Brazil - Ref. 76), insulin
(Elabscience, China), TNFa, IL-1p (Abcam, catalog number ab100705),
Serotonin (Thermo Fisher, catalog number ab133053) and serum GLP-1
(Thermofischer, catalog number BMS2194). To measure the acetate
concentration in HC and PFC, 10 pL content solutions were analyzed
with an acetate assay kit (Bioassay Systems, USA) and the Fluoroskan
Ascent FL (Thermo Labsystems, China) spectrofluorometer according to

WEEK 13

- - WEEK 18
Obesity-Induced FOS/GOS or Behavior Test
diet FLuoxetine and Euthanasia
" . y D —%

Fig. 1. Experimental schedule. 60 adult male mice were fed a high-fat diet for 18 weeks for diet-induced obesity. In the 13th week, the animals were treated with 0.3
g of FOS and 0.4 g of GOS/day/mice or 20 mg/Kg of Fluoxetine for six weeks. In the end (18th week), the animals were subjected to the Elevated plus-maze, Sucrose
Splash, Tail suspension, and Forced swimming test and then euthanized. The hippocampus, Prefrontal cortex, colon, feces, and serum were collected. This experiment
was performed 2 times.
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the manufactory Turer’s instructions. The resulting data were expressed
as mean + standard deviation using GraphPad Prism V6.0.

2.8. Immunohistochemistry

Following euthanasia, mice underwent transcardial perfusion with
20 ml of saline, followed by 4 % paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M
phosphate-buffered saline (PBS) at pH 7.2 (40 ml). Subsequently, the
mouse brains were extracted and post-fixed overnight in a solution of 4
% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in 0.1 M phosphate-buffered sa-
line (PBS) at pH 7, which was prepared using monobasic heptahydrate
and dibasic sodium phosphate from Sigma-Aldrich. Samples (consisting
of 4 animals per group) were dehydrated through a series of ethanol
washes from Insofar Chemical Co. (RJ, Brazil), clarified in xylene, and
then embedded in purified paraffin from Merck (USA). Coronal sections,
each 5 um thick, were obtained using an RM 2035 microtome (Reichert
S, Leica), mounted on glass slides, rehydrated, and subjected to treat-
ment with 20 mM citrate buffer at pH 6.0 at 100 °C for 30 min. A 3 %
hydrogen peroxide (H202) solution was used to block endogenous
peroxidase activity, and unspecific epitopes were blocked with 3 %
bovine serum albumin (BSA, fraction V) (Miles, Naperville, IL, USA) for
1 h at room temperature. Primary polyclonal antibodies employed for
the hippocampal and prefrontal cortex labeling included: GFAP (Novus
Biological, catalog number NB300-141) at a 1:1000 dilution, Ibal
(Wako, catalog number 016-20001) at a 1:500 dilution, TNF-a (Abcam,
catalog number Ab34674) at a 1:100 dilution. Primary monoclonal
antibodies used for hippocampal labeling included: COX-2 (Abcam,
catalog number ab15191) at a 1:100 dilution, and pCREB (Cell
Signaling, catalog number #9198) at a 1:500 dilution. All primary an-
tibodies were incubated with the tissue sections overnight at 4 °C. After
washing, the sections were incubated with a biotin-conjugated second-
ary antibody for 1 h (DakoCytomation, Biotinylated Link Universal HRP;
catalog number: K0690, CA, USA). Labeling was visualized using 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) as a chromogen, followed by counterstaining
with Carrazi’s hematoxylin, and the sections were mounted in Entellan
(Merck, catalog number: 1079610100, USA). Negative controls were
established using commercial isotype-specific immunoglobulins at the
same dilution. The stained areas from 8 images per group (2 images X 4
animals) were quantified using GIMP 2.6.11 software (GNU Image
Manipulation Program software, CNET Networks, Inc. Australia), and
statistical analyses were conducted using the values obtained from these
measurements.

2.9. Immunofluorescence

Samples (consisting of 4 animals per group) were fixed in a solution
of 4 % paraformaldehyde overnight, dehydrated through a series of
ethanol washes, and embedded in paraffin. Sections, each 5 um thick,
were prepared using an RM 2035 microtome (Reichert S, Leica) and
mounted on glass slides, rehydrated, and subjected to heat-induced
antigen retrieval using 20 mM citrate buffer at pH 6.0 at 100 °C for
30 min. Subsequently, the sections were permeabilized using 0.5 %
Triton X-100 and blocked with 3 % BSA and 0.2 % Tween 20 in Tris-
buffered saline for 1 h. The slides containing prefrontal cortex regions,
specifically the ventromedial, were then incubated overnight with pri-
mary antibody anti-pCREB (Cell Signaling, catalog number #9198) ata
1:500 dilution. After incubation with primary antibodies, the slides were
subsequently incubated with a secondary polyclonal antibody conju-
gated to Alexafluor 546 (Alexa, catalog number A10040) specific to
rabbit immunoglobulin at a 1:100 dilution for 1 h. Following this step,
the slides were washed and mounted in Prolong Gold Antifade fluores-
cent medium (Life Technologies, catalog number: P36930). Analysis of
the slides was carried out using an inverted fluorescence microscope
from Zeiss Microlmaging GmbH, which was equipped with a camera
(Zeiss AxioCam MRM) and image analysis capabilities. The stained area
sections were quantified from 8 images per group (2 images from each of
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the 4 animals) using GIMP 2.6.11 software (GNU Image Manipulation
Program software, CNET Networks, Inc. Australia). Statistical analyses
were then performed using the values obtained from these
measurements.

2.10. Western blot analysis

Sample total proteins were extracted, and 20 pg of proteins from
each lane underwent separation via gel electrophoresis. Subsequently,
the separated proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane
(Millipore, USA). The membrane was incubated with a blocking solution
(BSA 5 %) to mitigate nonspecific antibody binding. After blocking, the
membrane was incubated with a primary antibody as detailed in
Table 1. Following this, the membrane was exposed to a secondary
antibody, which was conjugated to an enzyme. The protein of interest
was visualized using a chemiluminescence imaging system (Tanon-
5200, Tanon, China) and Pierce ECL western blot substrate (Thermo,
USA). The relative intensities of the immunoreactive bands were
quantified through ImageJ software.

2.11. 16S rRNA gene sequence-based microbiota analysis

Following euthanasia, fecal contents were collected from each group
(6 mice/group) and subjected to processing. Total DNA extraction was
performed using magnetic beads, as outlined by Christoff et al., 2017.
For bacterial identification, sequencing libraries were prepared utilizing
the V3/V4 region of the 16S rRNA gene with 341F primer
(CCTACGGGRSGCAGCAG) (Y. Wang & Qian, 2009) and 806R primer

Table 1
List of antibodies used for Western Blot.

Antibody Host Dilution  Manufacturer
Anti-Indoleamine 2,3-dioxygenase Mouse  1:500 Millipore (MAB5412)
(IDO)
Anti-Kynurenine 3-monooxygenase Rabbit  1:500 Proteintech (10698-
(KMO) 1-AP)
Anti 3 -hidroxiantranilato 3,4-dioxi Rabbit  1:1000 Invitrogen
genase (HAAO) (Pa5115337)
Anti-GluR2 (GluA2) Rabbit 1:1000 Alomone labs (AGC-
005)
Anti-NMDAR1 (GluN1) Rabbit 1:500 Alomone labs (AGC-
001)
Anti-NMDAR2A (GluN2A) Rabbit 1:500 Alomone labs (AGC-
002)
Anti-BDNF Rabbit 1:250 Alomone labs (ANT-
010)
Anti-AKT (phospho T308) Rabbit 1:500 Abcam (ab38449)
Anti-PI3K p85 alpha (phospho Y607) ~ Rabbit  1:500 Abcam (AB182651)
Anti p-CREB Rabbit  1:500 Cell Signaling
(#9198)
Anti-PSD-95 Rabbit  1:1000 Alomone labs (#APZ-
009)
Anti-SAP 102 Mouse 1:500 Biolegend (832001)
Anti-TLR4 Rabbit 1:1000 Abcam (ab13556)
Anti-p-NF-xB p65 (Ser536) Rabbit  1:1000 Cell signaling
(#3033)
Anti-MCP-1 Rabbit 1:1000 Abcam (ab7202)
Anti-TRAP/CD40L Rabbit  1:1000 Abcam (ab65854)
Anti-Malondialdehyde Mouse  1:1000 ThermoFisher
(ma527560)
Anti-Occludin Mouse 1:500 Santa Cruz (Sc-
133256)
Anti-Zo-1 Rat 1:200 Santa Cruz (sc-
33725)
IL-1p Rabbit  1:500 Genway (gwb-
bbp232)
TNF-« Rabbit 1:1000 Abcam (ab6671)
Anti-MyD88 Rabbit  1:1000 Abcam (ab2064)
Anti-IkB-« Rabbit 1:1000 Santa Cruz (sc-371)
Anti GPR43 Rabbit 1:1000 Thermofisher
(13535R)
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(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Caporaso et al., 2012). The prepared
samples were then sequenced using the MiSeq system (Illumina, USA)
with the standard Illumina primers provided in the manufacturer’s kit.
Raw data from the MiSeq underwent processing using a pipeline
developed by Neoprospecta (Christoff et al., 2017). The Illumina FASTQ
files underwent primer trimming, and their accumulated errors were
evaluated (Phred < 20). Clusters with abundances below 2 were elimi-
nated. Taxonomic classifications were assigned using a 16S rRNA
reference sequence database set at a 99 % identity level (Christoff et al.,
2017) using blastn v.2.6.0+ (ALTSCHUL et al., 1990). The resulting
oligotype tables, akin to traditional OTU (Operational Taxonomic Unit)
tables, were employed for calculating alpha-diversity metrics using R
(version 4.1.0) and the Phyloseq package. Relative abundance plots
were generated using R (version 4.1.0).

2.12. Statistical analysis

The statistical data analysis was performed using the program
Graphpad prism v 6.01. The parametric data were analysed using
ANOVA-one way followed by Tukey’s post-test. The data were repre-
sented by mean + SD, and probability values lower than 0.05 were
considered significant. In the context of microbiome statistical analysis,
we assessed Alpha diversity using the Hill diversity series (Hill, 1973),
where different values of q were employed: q = 0 represents richness, q
= 1 corresponds to Shannon’s entropy, and q = 2 signifies the Reciprocal
Simpson index. To discem variations in taxonomic profiles among the
experimental groups, we conducted beta diversity analysis via Principal
Coordinate Analysis (PCoA). The PCoA was executed on log-ratio
transformed data using the Bray-Curtis dissimilarity metric. These
analytical procedures were carried out within the R environment uti-
lizing the vegan package.
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3. Results

3.1. The treatment with FOS and GOS improves body and biochemical
parameters

In this study, we employed a diet-induced obesity model. During the
last week of the experiment, the HFD group exhibited a significantly
higher (p < 0.05) average weight (44.12 g + 1.45) than the control
group (29.1 g + 2.06) (Fig. 2). However, by the end of the experiment,
both the HFD + FOS/GOS and control groups had significantly (p <
0.05) lower weights (33.32 g + 2.16) compared to the HFD group.
Throughout the experimental period, we closely monitored the food
intake of mice in all three groups. However, no significant changes in
either food intake or body weight were observed in any of the groups
(data not shown). The animals in the HFD group displayed a signifi-
cantly (p < 0.05) higher waist circumference (10.12 cm =+ 1.33) than the
control group (7.2 em + 0.32). Notably, the HFD + FOS/GOS group
exhibited a significantly (p < 0.05) lower waist circumference (8.44 cm
+ 0.7) compared to the HFD group.

In the HFD group, there was a notable a significantly (p < 0.05)
increase in blood glucose levels (220.3 mg/mL + 31.44) compared to
the control group (138.4 mg/mL + 30.1). However, when mice were
treated with FOS/GOS, blood glucose levels (165.3 mg/mL + 30) were
significantly (p < 0.05) restored and approached those of the control
group.

Similarly, mice on an HFD exhibited significantly (p < 0.05) elevated
total cholesterol (185.45 mg/mL + 23.24) and triglyceride levels
(195.78 mg/mL + 15.14) compared to the control group (101.7 mg/mL
+ 11.45 and 80.78 mg/mL =+ 9.1). Nevertheless, the administration of
FOS and GOS resulted in a significant (p < 0.05) reduction in both tri-
glyceride (130.45 mg/mL + 20.14) and cholesterol (122 mg/mL +
21.44) levels when compared to the HFD group. Also, our data showed
that HFD group presented significant (p < 0.05) levels of insulin (304.
pg/mL + 52.36) and HOMA-IR (3.86 + 0.75), when compared to
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Fig. 2. Assessment of behavior following Prebiotics and Fluoxetine treatment. Analysis of anxiety and depression-like behavior (Immobility). A) Latency time (in

seconds) in the sucrose splash test. B) Grooming time (in seconds) in the sucrose s

plash test. C) Immobility time (in seconds) in the forced swim test. D) Immobility

time (in seconds) Tail suspension test. E) Time in the closed arm time on elevated plus maze test. F) Time in the open arm on elevated plus maze (n = 15). Analysis of
variance (ANOVA), Holm-Sidak multiple comparisons test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001.
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control group (130.33 pg/mL =+ 33.56 and 0.96 + 0.37), respectively.
However, the treatment with FOS/GOS significantly (p < 0.05) reverted
the insulin levels and resistance in obese mice (129.36 pg/mL =+ 20.15
and 1.146 + 0.12, respectively. Similarly, Fluoxetine reduced the insu-
lin levels and HOMA-IR (180.9 pg/mL + 21.32 and 1.89 + 0.45,
respectively). In turn, the GLP-1 stimulates insulin secretion and inhibits
the glucagon secretion. Here, we observed that HFD group showed
significant serum GLP-1 levels (25.12 pg/mL + 3.9) (p < 0.05)
compared to the control group (50.9 pg/mL + 15.45). On the other
hand, FOS/ GOS group has a significant increase of GLP-1 levels (49.36
pg/mL + 3.9) compared to HFD group (p < 0.05).

We observed a significant increase in the concentration of lipo-
polysaccharide (LPS) in the HFD group (0.68 ug/mL + 0.03) compared
to the control group (0.19 pg/mL + 0.018) (p < 0.05), indicating an
increase in intestinal permeability. Impressively, treatments with pre-
biotics (0.25 pg/mL + 0.15) and Fluoxetine (0.53 pug/mL + 0.1) ledto a
significant decrease in serum LPS concentration in the HFD group (p <
0.05). Furthermore, animals in the HFD group displayed a significantly
higher concentration of IL-1p in their serum (32.75 pg/mL + 3.15) (p <
0.05), indicating a systemic inflammatory response. In contrast, the
serum expression of this cytokine in groups treated with prebiotics (8.52
pg/mL =+ 3.65) and Fluoxetine (27.66 pg/mL + 3.96) was significantly
lower than in the HFD group (p < 0.05).

The serotonin hypothesis suggests that reduced activity in serotonin
pathways is a contributing factor in the development of depression
(Cowen & Browning, 2015). In this study, the HFD group exhibited
significantly reduced brain 5-HT levels (6.97 ng/mL + 0.32) compared
to the control group (9.45 ng/mL + 0.6) (p < 0.05). Nevertheless,
treatment with FOS/GOS and Fluoxetine significantly reversed the low
serotonin levels in the brains of obese animals (p < 0.05) (Table 2).

Table 2

A) Effect of Prebiotics treatment in reducing HFD-induced body weight gain and
improves and biochemical parameters. Weight, Abdominal Length, serum
biochemical parameters (glucose, Triglycerides, total cholesterol and fractions,
insulin, GLP-1 and IL-1p) were evaluated in 18th week of the experiment.
Analysis of variance (ANOVA), Holm-Sidak multiple comparisons tests (n = 30
per group). Different letters mean significant statistical difference (p < 0.05).

Control HFD HFD + HFD +
FOS/GOS Fluoxetine
Body weight (g) 29.10 = 4412+ 3332 41.42 + 3.24
2.06° 145° 216° 2
Abdominal 72+036% 1012+ 844+07° 958=11°
Length (cm) 1.33°
Glucose (mg/mL) ~ 138.4 = 220.3 + 1653 £30 1882 =
30.1° 31.44° 2 30.34°
Cholesterol (mg/ ~ 101.7 = 185.45 + 122 + 179.45 +
mL) 11.45° 23.24° 21.44° 124°
Triglyceride (mg/  80.78 £9.1  195.78 = 13045 = 174.45 =
mL) 2 15.14° 20.14 1266 "
HDL (mg/mL) 52.45 = 125 = 80.5+ 224  135.80 +
741° 14.12° A 15.45°
LDL (mg/mL) 20.19 = 59.11 = 15.75 = 4742 +
542° 7.38° 592° 10.11°
Insulin (pg/mL) 130.33 = 304 = 129.36 + 180.9 =
33.56 * 52.36 " 20.15* 21.32°
HOMA-IR 092+ 037 3.86+075 1145+ 1.89 = 0.45°
) L) 0.12°
GLP-1 (pg/mL) 50.9 = 2512+ 49.36 £39 2755%53"
15.45 % 411° a
LPS (ug/mL) 0.19 = 0.68 £0.03 025+0.15 0.53=0.1"
0.018* b 2
IL-1p (pg/mL) 13.45 = 3275+ 852+ 3.65 27.66 = 3.96
245° 3.15° 8 b
5-HT-Brain (ng/ 9.45+06° 697 £032 83 =092 876045
b

mL)
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3.2. High-fat diets induce anxious and depression-like behaviors, which
are reversed by treatment with FOS and GOS

The results from the SST demonstrated that the HFD group showed
significantly (p < 0.0001) longer latency times (10.33 s + 3.2) and
decreased grooming (73.5 s + 22.4) compared to healthy animals (4.3 s
+ 1.8 and 116.8 s + 23.2), indicating that these animals exhibited
apathy. However, treatment with FOS and GOS significantly (p <
0.0001) reduced this behavior, improving latency (4 s + 3.2) and
grooming (103.39 s + 30.9). The results from the FST and TST confirm
that obese mice exhibited behavior akin to depression, as they displayed
longer periods of immobility (106.6 s + 44.39 and 153.6 s + 12.75,
respectively) compared to the control group (58.13 s + 35.34 and 107.4
s + 28.14) (p < 0.05). However, the administration of FOS/GOS and
Fluoxetine significantly reduced the immobility times in the FST (13.59
s +20.58 and 23.5 s + 20.8) and TST (121.1 s + 31.66 and 114.8 s &+
30.7), respectively (Fig. 2).

Furthermore, in the EPM, it was observed that obese animals spent a
longer time in the closed arm (182.7 s + 22.6) (p < 0.001) compared to
the control group. Additionally, the HFD group exhibited a significant
(p < 0.001) decrease in the time spent in the open arm (75.31 s + 15.8),
indicative of behavior resembling anxiety (Fig. 2E-F). Treatment with
FOS/GOS led to a significant reduction in the time spent in the closed
arm (88.07 s & 12.7) (p < 0.001) and a significantly increased time in
the open arm (121.1 s + 21.61) (p < 0.001), indicating an anxiolytic
effect (Fig. 5C-D). Treatment with Fluoxetine yielded similar results (p
<0.001) (Fig. 2).

3.3. Obese animals show increased expression of pro-inflammatory
cytokines in HC and PFC

Activation of TLR4 leads to the release of pro-inflammatory cyto-
kines such as NF-kB, TNF-a, and IL-1p through the involvement of
MyD88 (Kawai & Akira, 2007). In obese animals, there is a notable in-
crease in protein expression levels of TLR4 (279 % + 6.21 and 150.3 %
+ 29), MyD88 (83 % =+ 4.77 and 260 % =+ 32.6), p-1kB-a (115 % + 9.9
and 68 % + 6.6) p-NF-kB (97.33 % =+ 22.88 and 135.7 % =+ 3.5), TNF-a
(145.3 % + 22.31 and 134.3 % =+ 7.8), and IL-1p (95.33 % =+ 27.31 and
125.3 % + 12) in HC and PFG, respectively, compared to control ani-
mals. However, treatment with FOS/GOS significantly (p < 0.05) re-
duces the expression of these inflammatory markers, such as TLR4 (144
% =+ 23 and 88 % =+ 27.77), MyD88 (58.2 % +4.4 and 153.7 % =+ 36.5),
p-1kB-x (60.33 % =+ 5 and 34.33 % =+ 2) p-NF-kB (54.8 % =+ 10.29 and
99.75 % =+ 5.1), TNF-a (100.7 % + 9.4 and 71 % + 11.33), and IL-1p
(71 % + 6.6 and 57 % =+ 8.5) thereby contributing to a reduction in
hippocampal neuroinflammation (Fig. 3). The overall effect of the
Fluoxetin treatment was less effective compared to the prebiotics.

Similarly, the immunohistochemistry analysis demonstrated signifi-
cantly elevated TNF-« levels in the HC and PFC of the HFD group (695.6
+ 163.3 and 720.6 + 127.3) compared to the control group (253.8 +
213.8 and 23 + 11.95) (p < 0.05). Conversely, both the HFD + FOS/
GOS (398.3 + 114 and 185.9 + 10.59) and HFD + Fluoxetine (312.5 +
127.8 and 155.3 + 17.32) groups exhibited a noteworthy reduction in
TNF-a expression compared to the HFD group (p < 0.05) (Fig. 4).

Moreover, the consumption of a high-fat diet significantly increased
the expression of COX-2 in both dentate gyrus (DG) and ventromedial
prefrontal cortex (vimPFC) (352 + 64.29 and 52.5 + 8.2) when
compared to the control group (18.78 + 6.58 and 11.63 + 7.52),
indicative of PFC and hippocampal neuroinflammation. In contrast,
treatment with prebiotics (20.71 + 6.48 and 18 + 6.85) and Fluoxetine
(25.8 + 7.2 and 22.13 + 5.31) led to a significant reduction in COX-2
levels in the hippocampus and PFC (p < 0.05) (Fig. 5).

46



LH.R. Paiva et al.

x TLR4
& [y

[ | vios
e
TS| e
[ eae]
i
[ —a] s
TRe
piKBa.
MyD88 i
v ” B S~
ads — i =
o .
. l.
| i
o
& & & &
o f“o‘y g f" & \,o"d' P f
L1
TNFa w0
. 200+ ass g vone ———y
i ese.toue Sa0] e
3 ] i —
H
% 1004 ‘_'Ej”“‘
% 50 5""“‘
H L4
‘ %0

e

& &

S LS
£ &

Va4
& ¢

Food Research International 182 (2024) 114153

Em——

e
} [ o
e B S| TNFa
e w———] 1
TLR4
T B H
i i S §
5150 3 300 i
3 £ H
£ 100 3 20 g
g ; 100 2
3% 3 H
H i &
F oo i e
& €
< .(
1p
T
Toe " i
H
e { 2
i " 3
| 3 ! ) &
: ! 3

o of f(&é‘.
;eSS & f,(f

Fig. 3. Increased neuroinflimmation in the hippocampus as a driver of anxiety and depressive-like behavior by HFD, which was modulated by prebiotics. Repre-
sentative images of western blot bands and Western blot quantification of TLR4, MyD88, p-IKB-A«, p-NFKB, TNF-«, IL-1f, and f-actin in A) HC, and B) PFC (n = 6/

group). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test was used for statistical

**% p < 0.001; **** p<;0.0001.
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Fig. 4. Prebiotics reduced TNF- levels in HC and PFC in HFD-fed mice. Immunohistochemistry for TNF-t in A) dentate gyrus (HC) and B) Ventromedial prefrontal
cortex. Quantification of TNF-a (n = 16 images/group) in C) dentate gyrus (mean + SD) and D) Ventromedial prefrontal cortex. One-way ANOVA followed by

Tukey’s post hoc test. *: p < 0.05; **: p < 0.01. ***: p < 0.001.
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Fig. 5. Prebiotics decreased COX-2 levels in HC and PFC in HFD-fed mice. Immunohistochemistry for TNF-x in A) dentate gyrus (HC) and B) Ventromedial prefrontal
cortex. Quantification of COX-2 (n = 16 images/group) in C) dentate gyrus (mean + SD) and D) Ventromedial prefrontal cortex. One-way ANOVA followed by

Tukey’s post hoc test. *: p < 0.05; **: p < 0.01. ***: p < 0.001.
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Fig. 6. Prebiotics reduced gliosis in the dentate gyrus and ventromedial prefrontal cortex in HFD-fed mice. Immunohistochemistry for Ibal: A) HC, and B)
dial prefi | cortex. I histochemistry for GFAP + cells in C) HC and D) Ventromedial prefrontal cortex (mean + SD). Quantification of Iba + and

GFAP + cells (n = 8 images/group) (Right panels). One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. *: p < 0.05; **: p < 0.01. ***: p < 0.001.
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3.4. FOS and GOS treatment reduced gliosis in the hippocampus and
prefrontal cortex in obese mice

In the DG and vmPFC of control animals, a baseline presence of Ibal
+ cells was observed (4.8 cells + 1.53 and 2.3 cells & 1) (Fig. 5). In
contrast, the HFD group exhibited a significant increase in Ibal + cell
expression (p < 0.001) with a count of 10.78 cells + 1.8 (DG) and 5.7
cells + 1.2 cells (vmPFC). However, treatment with Prebiotic induced a
Ibal + cells reduction (p < 0.01), with a count of 6.11 cells + 1.4 (DG)
and 3.7 + 1.2 vmPFC. Similarly, Fluoxetine treatment also resulted in a
reduction of Ibal + cells (p < 0.01) (5.44 cells + 1.4 in DG, and 4.1 cells
+ 1.1 in vimPFC) (Fig. 6).

Astrocytes express the glial fibrillary acidic protein (GFAP), and an
increase in GFAP is associated with astrocytes activation, a condition
often referred to as reactive gliosis (RG). Within the dentate gyrus and
vmPFC, mice in the control group displayed a basal number of GFAP +
cells (9.7 cells + 1.3 and 2.3 cells + 0.7, respectively). In contrast, mice
in the HFD group exhibited a significantly higher count of GFAP + cells
in DG (16.88 cells + 2.41), and in vimPFC (9.5 cells -+ 2) compared to the
control group (p < 0.001). However, treatment with FOS/GOS signifi-
cantly reduced reactive astrogliosis in the DG (13.38 cells + 1.9), and in
the vimPFC (4.12 + 1) (p < 0.01). Fluoxetine treatment also significantly
reduced the number of GFAP + cells in the DG (13.63 cells + 1.4), and in
the vmPFC (4.7 cells + 1) (p < 0.05) (Fig. 6).

3.5. Prebiotic intervention decreases IDO pathway activation and
excitotoxicity in HC and PFC

Here, we investigated whether treatment with FOS/GOS reduces the
expression of enzyme indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) and TryCATS,
and whether they could be related to the excitotoxicity caused by
decreased expression of glutamate receptors. In HC and vmPFC, the
obese animals had significantly higher expression of IDO (131.2 % + 9.6
and 122.3 % =+ 4.9, respectively), KMO (124 % + 2.6 and 106.6 % + 5,
respectively), and HAAO (1423 % + 3.5 and 106.3 % + 4.7,
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respectively) compared to the control group (p < 0.01), indicating that
IDO pathway activation. However, the HC and vmPFC of FOS/GOS
group showed significantly reduced levels of IDO (101 % + 3.3 and 74.5
% + 7.2, respectively), KMO (79 % =+ 3.9 and 52.33 % = 13, respec-
tively), HAAO (61.33 % =+ 3.4 and 50.67 % =+ 11, respectively). Simi-
larly, the HC and vmPFC of the Fluoxetin treated group present reduced
levels of IDO (99.67 % =+ 10 and 34 % =+ 6.5 respectively), KMO (79.33
% <+ 3.7 and 55.67 % + 14.67, respectively), HAAO (109.7 % + 8.3 and
77.33 % =+ 27.98, respectively).

In relation to the glutamatergic receptors, the HC and PFC of HFD fed
mice showed significative differences in the expression of GluA2R
(72.67 % + 4.9 and 92.5 + 10.1, respectively), GluN1 (73.6 % + 5 and
94 + 11.1, respectively), and GluN2A (108 % + 2.8 and 84 % =+ 7.5,
respectively) compared to the control group (p < 0.01). In contrast,
treatment with FOS/GOS significantly counteracted these changes in the
levels of GluA2R (107.3 % =+ 5 and 85.5 % =+ 4.2), GluN1 (106.3 % =+
3.6 and 146 % =+ 11.46), and GluN2A (98.8 % =+ 5.1 and 120.7 % +
10.5) in the HC and vmPFC, respectively, when compared to the HFD
group (p < 0.01). Fluoxetine treatment had minor impact on modifying
the glutamatergic receptors in HFD-fed mice (Fig. 7).

3.6. Therapeutic intervention with FOS and GOS improves synaptic
plasticity via AKT/PI3K/CREB

The signaling pathway involving protein kinase B (Akt), cAMP
response element-binding protein (CREB), and brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF) represents a highly promising therapeutic target
for addressing the development of neurodegenerative and neuropsy-
chiatric diseases. On a mechanistic level, the interaction between BDNF
and the TRKB receptor initiates the phosphorylation of the Akt/PI3K
pathway, which, in turn, activates CREB and subsequently triggers the
transcription of specific genes, including BDNF, to foster neuro-
protection (Zameshan et al, 2022). In tum, BDNF can increase the
expression of specific postsynaptic proteins, such as postsynaptic
density-95 (PSD-95) (Hu et al., 2011). Here, we observed that animals in
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Fig. 7. Prebiotic treatment decreased activation of IDO pathway and ameliorated NMDA receptors in A) hippocampus and B) prefrontal cortex. Representative
images of westem blot bands and western blot quantification of IDO, KMO, HAAO, GluA2, GLUN1 and GLUN2A (n = 6/group). One-way ANOVA followed by
Tukey's multiple comparison test was used for statistical analysis. Values are presented as mean + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p<;0.0001.
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the HFD group exhibited a significant (p < 0.01) reduction in protein
levels of BDNF (44 % =+ 4.5 and 57.67 =+ 6), p-AKT (56.75 + 12.42 and
49.33 + 6), p-PI3K (38 % =+ 1.1 and 33 + 1.1), p-CREB (52.6 + 9.4 and
36.67 + 5.5), PSD-95 (35.33 % =+ 5.5 and 62 % =+ 5), and SAP 102 (62 %
+ 5 and 68.67 % =+ 6) in HC and PFC, respectively, compared to the
control group. Interestingly, treatment with prebiotics significantly
reversed the damage caused by a high-fat diet by increasing the levels of
BDNF (73 % =+ 15.87 and 99 % + 10.15), p-AKT (102.8 % =+ 20.66 and
77.67 % + 14 %), p-PI3K (64.5 + 5.1 and 59.67 % + 4.5), p-CREB
(103.3 % + 6.1 and 89 % + 1.7), PSD-95 (54.67 % + 4 and 101 % +
5.2), and SAP 102 (111 % + 5.8 and 116.30 % =+ 30.8), both in HC and
in vmmPFC (p < 0.05) (Fig. 8). Fluoxetine treatment had similar impact on
increased the AKT/PI3K/CREB pathway in HFD-fed mice (Fig. 8).

Similarly, immunohistochemistty ~and immunofluorescence
confirmed the data regarding pCREB expression. Indeed, in the dentate
gyrus and prefrontal cortex, we observed that the HFD group exhibited
significative (p < 0.001) reduced CREB phosphorylation (2967 + 825.2
and 3112 + 580, respectively) compared to the control group (5976 +
1512 and 7617 + 1480, respectively). However, treatments with pre-
biotics significantly increased CREB phosphorylation in HC and PFC
(4866 + 831 and 5191 + 692.4, respectively) and fluoxetine (5117 +
908 and 5117 + 908.5, respectively) (Fig. 9).

3.7. The treatment with FOS and GOS reduces the intestinal inflanmation
and permeability caused by the HFD

The Western diet promotes intestinal inflammation and contributes
to the development of a leaky gut syndrome, facilitating the passage of
components from Gram-negative bacteria, which, in tumn, elevates pe-
ripheral inflammation and leads to neuroinflammation as well as other
changes in the central nervous system (reviewed by Agusti et al., 2018).
We observed that obese animals exhibited significant higher expression
of TLR4 (126.3 % + 7.7), p-NFKB (113.7 % =+ 3), MCP-1 (106.8 % +
10.56), CD40L (115.8 % =+. 2.6), and MDA (121.8 % =+ 2.8) in distal
colon compared to the control group. However, prebiotic treatment
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Fig. 8. FOS and GOS increased activation of BDNF pathway in A) hippocampus and B) prefrontal cortex of HFD mice. Representative images of western blot bands
and western blot quantification of BDNF, p-AKT, p-PI3K, p-CREB, PSD-95 and SAP 102 (n = 6/group). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison
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decreased the expression of TLR4 (86 % + 6.5), p-NFKB (70 % =+ 14),
MCP-1 (54.33 % =+ 15), CD40L (54 % =+ 23.34), and MDA (82.75 % =+
15.17), thus reducing intestinal inflaimmation and oxidative stress
(Fig. 10).

Moreover, in the HFD group, intestinal inflammation caused by TLR4
activation led to a significant decrease in tight junction proteins such as
occludin (68 % + 5) and ZO-1 (54.67 % + 2) compared to healthy
control animals. In contrast, FOS and GOS, but not Fluoxetine, signifi-
cantly increased the expression of occludin (99 % + 7.9) and ZO-1
(84.33 % =+ 4.9) compared to obese mice (Fig. 10).

3.8. Prebiotics treatment attenuated the gut microbiota dysbiosis induced
by HF diet

Our prior research has indicated that a prolonged HFD results in an
imbalance in the composition of the gut microbiota referred to as mi-
crobial dysbiosis (de Paiva et al., 2023). To investigate the microbiota
alteration promoted by FOS and GOS treatment in HFD-fed mice, we
conducted an analysis of the gut microbiota profiles following six weeks
of exposure to a long-term HF diet, with or without the administration of
FOS and GOS, using 16S rRNA sequencing. We did not observe differ-
ences in the average proportion of Bacteroidetes and Firmicutes in long-
term obese mice in comparison to the control group. However, treat-
ment with prebiotics promoted an increase in Bacteroidetes and a
decrease in Firmicutes (see Fig. 11) compared to the HFD group.
Furthermore, we did not detect significant differences in bacterial di-
versity among the four experimental groups, as indicated by metrics
such as Exponential Shannon, Richness, and reciprocal Simpson indices
(see Fig. 12). In contrast, beta diversity analyses, represented by prin-
cipal coordinate analysis (PCoA, Fig. 13D), revealed substantial dis-
tinctions in species diversity, composition, and abundance within the
gut microbiota of the HFD + FOS/GOS group compared to the other
groups. The intervention with FOS and GOS led to a significative
reduction in the relative abundance of Faecalibaculum rodentium
(Fig. 13A) and led to significative higher relative abundance of
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test was used for statistical analysis. Values are presented as mean + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p<;0.0001.
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Fig. 9. Prebiotics increased the expression of pCREB in obese mice. A) Immunohistochemistry for BDNF in the dentate gyrus and B) Immunofluorescence for pCREB
in the ventromedial prefrontal cortex group. C) Pixel quantification (n = 16 images/group), (mean =+ SD) in C) HC and D) PFC. One-way ANOVA followed by Tukey's
post hoc test. *: p < 0.05. **: p < 0.01. 400x.
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Fig. 10. HFD increased the inflammation and leaky gut. Representative images of westemn blot bands and western blot quantification of TLR4, p-NFKB, MCP-1,
CD40L, MDA, occludin and ZO-1 in distal colon (n = 6/group). One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test was used for statistical analysis.
Values are presented as mean + SD. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p<;0.0001.

Bacteroides acidifaciens (Fig. 13B) and Bacteroides dorei (Fig. 13C). distal colon, HC and PFC. Obese animals showed significant (p < 0.01)
lower concentrations of acetate in the hippocampus (54.34 mM =+ 1.8)

. i i and prefrontal cortex (44.78 mM =+ 5) compared to control animals

3.9. Prebzfmc treatment increased GPR43 expression and acetate (133.1 mM =+ 1.8 and 77.71 mM = 11.2, respectively). However, the
cancengation administration of FOS and GOS significantly increased (p < 0.01) ace-
tate levels in the HC (81.25 mM + 8) and PFC (65.63 mM + 4.8)
compared to the HFD group. Moreover, we evaluated the expression of
the acetate-binding receptors GPR43 in HC and PFC. Mice fed with HFD

In order to investigate whether acetate produced by B. acidifaciens
and B. dorei could be involved in the anti-inflammatory effects in the
hippocampus and prefrontal cortex, we evaluated acetate levels in the
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Fig. 11. FOS and GOS treatment modulated phylum profile in HFD-fed mice. A) Relative abundance at the phylum (n = 6 cecal content/group). B) Relative
abundances of Firmicutes (n = 6 cecal content/group). C) Relative abundances of Bacteroidetes (n = 6 cecal content/group) (n = 6 cecal content/group). One-way

ANOVA followed by Tukey's multiple comparison tests was used for statistical analysis. * p < 0.05;

showed a reduced expression of GPR43 in distal colon (45.33 % =+ 20.5),
HC (84 % + 8.5), and PFC (33.33 % =+ 5.7) compared to the control
group (127.3 % =+ 8; 123.5 % + 7.7; 77 % =+ 5.4, respectively) (p <
0.05). In contrast, FOS and GOS neutralized this effect by inducing
significantly higher expression of GPR43 (p < 0.05) in distal colon (110
% + 19.83), HC (136 % =+ 2.8), and PFC (81 % = 20) compared to the
obese mice. No significant differences were observed in acetate levels in
the fluoxetine-treated group, as well as in the expression of GPR43 in the
hippocampus (see Fig. 14).

4. Discussion

The present study demonstrated that a high-fat diet, composed of 60
% of caloric intake from fats, resulted in systemic inflammation associ-
ated with intestinal inflammation and permeability. Furthermore, our
results showed that the HFD induced a significant impact on body
composition, lipid metabolism, and glucose regulation.

According to previous observations, metabolic endotoxemia in
obesity leads to low-grade inflammation, triggering insulin resistance by
activating intracellular proinflammatory pathways (Rorato et al., 2017).
The present results showed, in contrast, that FOS and GOS treatment
prevented abnormal weight gain, LPS translocation, increased lipidic
profile serum, and insulin resistance. A study performed Yu and cols
showed that the administration of FOS in C57BL/6 mice ameliorated
cholesterol imbalance caused by a diet rich in sugar and lipids (Yu et al.,
2019). A recent study showed that treatment with FOS in C57BL/6 mice

“* p < 0.001.

with NASH (non-alcoholic steatohepatitis) improved the metabolic
profile and reduced genes associated with lipid inflammation and
metabolism (such as, ACC1, PPARy3, IL-1B, and IL-6) (Huang et al.,
2023). In turn, GOS modulated the lipid profile in the serum (including
TG, CT, HFD, and LDL) and prevented weight gain in Sprague Dawley
rats fed a high-fat diet (Kong et al., 2022). Additionally, the GOS
treatment for 14 days exhibited anti-inflammatory effects in a model of
dextran sulfate sodium-induced colitis, reducing the expression of in-
flammatory markers such as COX-2, IL-1B, TNF-a, and MCP-1 (Dai et al.,
2018). Furthermore, a study realized by Merino-Aguilar and cols
showed that the FOS-Fraction from the Roots of P. decompositum
administration in male Wistar, fed high-fructose com syrup, inhibited
fat synthesis and reduced the expression of pro-inflammatory cytokines,
such as IL-6, IFNy, and IL-1p, contributing to the improvement of sys-
temic inflammatory (Merino-Aguilar et al., 2014). Recently, we reported
that the administration of FOS and GOS prevented weight gain and
improved biochemical profiles in C57Bl/6 mouse HFD-fed (glucose,
triglycerides, and total cholesterol) (de Paiva et al., 2023).

The primary objective of our study was to investigate the influence of
an HFD on the biological processes involved in the development of
depression- and anxiety-related behaviors. Our findings revealed that
HFD induces behavioral deficits akin to those seen in chronic stress
models of depression, including heightened anxiety and anhedonia
(Burokas et al., 2017; Liu et al., 2015; Taksande et al., 2013). These
behavioral alterations are likely linked to increased activation of TLR4,
elevated expression of inflammatory cytokines, and disturbances in
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Fig. 12, FOS and GOS treatment modulated gut microbiota composition. A) Shannon exponential index. B) alpha diversity: Richness index. C) Reciprocal Simpson
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neurogenesis and neurotrophin signaling in the hippocampus and pre- through the circumventricular organs. Damaged neurons and glial cells
frontal cortex. Pro-inflammatory cytokines, such as IL-1p and TNF-« can can release DAMPs, which activate TLR4 and the subsequent cascade of
reach the brain through specific receptors present in BBB or passively pro-inflammatory cytokines through either the MyD88-dependent or
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Fig. 14. A). FOS/GOS increased the GPR43 expression and acetate levels. Representative images of western blot bands and western blot quantification of GPR43 in
distal colon (A), HC (B), and PFC (C). Quantification of acetate levels in HC (D) and PFC (E). One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test was used

for statistical analysis (n = 4). * p < 0.05; ** p < 0.01.

other independent pathway (IKumar, 2019; Li et al., 2021). Indeed,
several studies have provided evidence that the activation of TLR4
within brain tissues is a pivotal factor contributing to cognitive
impairment, anxiety, and depressive behaviors (Kang et al., 2016;
Mohammed et al., 2020; Obadia et al., 2022).

Fructooligosaccharides (FOS) and Galactooligosaccharides (GOS),
the two most prevalent prebiotics, besides promoting the growth of
beneficial bacteria, are also related to the improvement of anxiety and
depression like-symptoms (Burokas et al., 2017; Paiva et al, 2020).
Here, the treatment with FOS and GOS reduced depressive and anxious
symptoms in obese mice, likely due to the decrease in TLR4 expression
and the inhibition of the TLR4/MyD88/NF-kB pathway activation.
Similarly, a study conducted by Shujuan Zhang and cols (2023)
demonstrated that the TLR4-MyD88-NF-kB pathway may be involved in
the gut-brain mechanism through which both FOS and GOS alleviate
neuroinflammation in Alzheimer’s disease (Zhang et al., 2023). More-
over, another recent study showed that inulin supplementation modu-
lated the TLR4/MyD88/NF-kB signaling pathway, alleviating the
neuroinflammatory responses and reducing depression and anxiety-like
symptoms (Wang et al., 2023).

Increased cyclooxygenase activity is a well-established characteristic
of neuroinflammation, with the inducible form COX-2 assuming a
dominant role within the Central Nervous System (CNS). In pathological
conditions, the prefrontal cortex and hippocampus present an over-
expression of COX-2, which increases the production of pro-
inflammatory cytokines such as IL-1B, IL-6, and TNF-a (Chen et al.,
2017). Indeed, elevated levels of pro-inflammatory cytokines can result
the depletion of tryptophan and decreased serotonin levels. This cascade
of events may contribute to the onset of depressive symptoms, poten-
tially culminating in depression (Reviewed by Zador et al., 2021). Here,
we demonstrate that a long-term high-fat diet promoted an increase in
COX-2 expression in the hippocampus and prefrontal cortex, as findings

from other recent studies (Masetto Antunes et al., 2022; Wang et al.,
2021). However, after 6 weeks of FOS and GOS administration, the COX-
2 expression in the vimPFC and HC significantly decreased. Other studies
have reported that other prebiotics, such as inulin, were also capable of
reducing COX-2 expression in the HC and PFC (Farabegoli et al., 2023;
Haas et al., 2020).

Multiple lines of evidence from both animal models and human
studies suggest that both short-term and long-term consumption of high-
fat diets leads to changes in glial function within various brain regions,
including the hippocampus, prefrontal cortex, amygdala, and hypo-
thalamus (Butler et al., 2020; Hao et al., 2016; Valdearcos et al., 2019).
The increased presence of microglia and astrocytes is linked to the
development of symptoms resembling depression in animal models
(Wang et al., 2022; Zhou et al., 2019). Our findings provide further
evidence in line with earlier research, indicating that the activation of
microglia and the regulation of inflammatory cytokines through TLR4-
NF-kB play a role in the development of anxiety and depression asso-
ciated with obesity (Rebai et al., 2021; Wu et al., 2021). Other findings
have also reported that prebiotics such as inulin and xylooligo-
saccharides regulate glial cells in obese mice exposed to an HFD,
improving cognition and depression behavior (Chunchai et al., 2018,
2020).

Pro-inflammatory cytokines can activate the enzyme indoleamine-
2,3-dioxygenase (IDO), which has been demonstrated to play crucial
roles in various depression and anxiety models. Kynurenine metabolites,
such as 3-hydroxy-kynurenine (3-OH-KYN) and QUIN exert detrimental
effects on brain function. Moreover, QUIN may result in the excessive
stimulation of hippocampal N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors,
ultimately leading to apoptosis and hippocampal atrophy. These pro-
cesses highlight the intricate relationship between inflaimmation, IDO,
and the toxic effects of kynurenine metabolites in the context of
depression (Huang et al., 2023). Excessive activity or abnormal
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expression of NMDA receptors can lead to excitotoxic neuronal damage,
which has been associated with the pathogenesis of various human brain
disorders, including mood disorders (Chang et al., 2008). Several prior
studies confirmed that both short-term and long-term consumption of an
HFD activates IDO in various brain structures, such as the hippocampus,
which is associated with depressive and anxious symptoms (André et al.,
2014; Del Rio et al., 2016; Gainey et al., 2016). Here, the present results
confirm these previous observations, in which the increase in COX-2 and
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-1B, could mediate the
activation of the IDO pathway. This is the first study to demonstrate that
the utilization of prebiotics, FOS and GOS, can modulate the IDO
pathway, reducing the HC and PFC expression of IDO, KMO, and HAAO,
however, more studies are necessary to confirm the efficacy of prebiotics
in modulating the KYN pathway.

There is a growing body of evidence indicating that impaired glu-
tamatergic neurotransmission, particularly through NMDA receptors,
plays a role in the pathogenesis of major depressive disorder (Amidfar
etal., 2019). HFD can disrupt the homeostasis of these receptors, leading
to symptoms like anxiety and depression (Yilmaz et al, 2011). Our
findings offer proof that a HFD led to a reduction in the expression of
GLUN1 and GLUN2A in the hippocampus and prefrontal cortex.
Nevertheless, our study revealed that the impact of obesity on NMDAR
activity in the hippocampus and prefrontal cortex can be improved by
administering FOS and GOS. Maintaining NMDAR activity at a balanced
physiological level is crucial for neuroprotection and HFD. A study
conducted by Gronier and cols (2018) demonstrated that the adminis-
tration of B-GOS® for 3 weeks led to increased cortical NMDAR re-
sponses in male Sprague Dawley rats. Another study pointed out that the
impact of GOS on central NMDAR signaling components was more sig-
nificant than that of FOS in both the HC and PFC regions in Sprague
Dawley rats (Savignac et al., 2013).

BDNF and its receptor, tropomycin receptor kinase B (TrkB), play a
crucial role in the development of depression and anxiety. Inflammation
induced by LPS leads to depression-like symptoms by affecting the
BDNF-TrkB signaling in the prefrontal cortex and hippocampus (Zhang
et al., 2016). The TrkB activation promotes the increase of the tran-
seription factor CREB via Akt/PI3K, which enhances the synthesis of
endogenous BDNF. Therefore, proteins like Akt, BDNF, and CREB can be
considered central indicators of neuro-regeneration and potential ther-
apeutic targets, as they support neurogenesis and the survival of neu-
rons. Interestingly, the Akt/CREB/BDNF dysregulation may has a
critical role in pathophysiology of depression and the mechanisms that
underlie the effects of antidepressant drugs (Reviewed by Lindholm &
Castrén, 2014). In this study, we report that obese animals have reduced
levels of BDNF, AKT, PI3K, and p-CREB. In contrast, the administration
of FOS and GOS reverses these effects caused by the high-fat diet. Other
studies have demonstrated that prebiotic intervention with FOS and
GOS increased the expression of BDNF in the HC and PFC in other
experimental models, improving symptoms resembling depression and
anxiety (Burokas et al., 2017; McVey Neufeld et al., 2019; Savignac
etal.,, 2013).

HFD promotes the growth of gram-negative bacteria, which leads to
a subsequent rise in LPS levels in the intestinal lumen and the activation
of TLR4/MyD88/P-NFkB pathway, triggering the inflammation onset.
This pro-inflammatory condition in the intestines contributes to leaky
gut syndrome and facilitates the translocation of Gram-negative bacte-
rial components (reviewed by Fiebich et al., 2018), which heightens the
peripheral inflammatory responses, resulting in neuroinflammation and
alterations in the CNS (Agusti et al., 2018). Here, HFD induced changes
in the gut microbiota of mice, leading to increased inflammation by the
TLR4 signaling pathway, a process associated with increased levels of
pNF-kB, MDA, MCP-1, and CD40L. As a previously study performed by
Kim and cols showed that HFD triggered inflammation in the colon by
TLR4 activation and increasing of NF-kB, iNOS, COX-2. Additionally, the
HFD led to a decrease in the expression of tight junction-associated
proteins, specifically claudin-1 and occludin, in the colon (Iim et al.,
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2012). However, our data showed the administration of FOS and GOS
reduced the expression of TLR4 and its downstream cascade in the in-
testine of mice fed an HFD while increasing the levels of junction pro-
teins, such as ZO-1 and occluding, counteracting the leaky gut. Other
authors suggested that FOS mitigates the deleterious effects of LPS
through modulation of TLR4 and pro-inflammatory transcription factors
(Wu et al., 2017).

Considering that the composition of the gut microbiota is affected by
a diet that promotes obesity, as well as by conditions of depression and
anxiety, we investigated the effects that FOS and GOS on the gut-brain
axis. The increase in the relative abundance of the Bacteroidetes
phylum and a decrease in Firmicutes is one of the characteristics found
in the feces of patients with depression and anxiety (Liu et al., 2023), as
well as in mice that received transplantation of fecal microbiome from
depressed patients (Zhang et al., 2022). In contrast, here, animals
treated with prebiotics showed a significant increase in Bacteroidetes
and a decrease in Firmicutes, which were associated to anxiolytic and
antidepressant effects. Furthermore, it is also important to note that beta
diversity, but not alpha diversity, of the microbiota increased in
response to prebiotic treatment. Similar findings in the literature have
been described (Burokas et al., 201 7). However, the effect on microbiota
diversity is inconsistent in the literature (Tran et al., 2019; Zhang et al.,
2021). The present study showed that changes occurred at lower taxo-
nomic levels, such as in the species F. rodentium, B. dorei, and B. acid-
ifaciens in obese animals. Bacteroides dorei plays an important role in
brown adipose tissue metabolism and the suppression of pro-
inflammatory immune responses (Hu et al., 2023), while the adminis-
tration of B. acidifaciens is related to the improvement of obesity and
diabetes in mice, reducing insulin levels and increasing GLP-1(Yang
et al., 2016).

Our data on serum GLP-1 and body weight measure suggest that
treatment with FOS/GOS induced the production of intestinal
microbiota-derived acetate which may act by binding to the G-protein
coupled receptor 43 (GPR43) on enteroendocrine colonic cells, respon-
sible for the acetate-mediated effect in GLP-1 and PYY secretion, hor-
mones involved in the modulation of food intake, energy homeostasis,
and body weight (reviewed by Ulven, 2012). Thus, the anti-obesity
properties of prebiotics seem to be strongly associated with the con-
trol of satiety hormones, acting through anti-obesity mechanisms such
as increasing GLP-1 levels and reducing the population of some micro-
organisms, including Firmicutes (reviewed by Cerdo et al., 2019).
Moreover, accordingly to other authors, acetate can directly mediate
immunomodulatory effects (M2 macrophages and T cells), which may
improve adipose tissue and its function toward homeostasis (reviewed
by Hemandez et al., 2019).

Acetate beneficially influences energy metabolism through the
functionality of intestinal hormones such as GLP-1 and PYY, affecting
appetite, lipid oxidation and release of pro-inflammatory cytokines.
Furthermore, SCFAs have the potential to affect brain neurological
functions through immunological and endocrine pathways (reviewed by
Hemandez et al., 2019). Interestingly, our results also showed elevated
acetate levels and GPR43 expression in HC and PFC of FOS + GOS
treated-mice, indicating a possible role of acetate-bacteria producers,
B. acidifaciens and B. dorei, in the anti-inflammatory and neuroprotective
effects in the CNS, which may contribute to the improvement of the
depressive and anxious behaviors by W. Huang and cols (2021). Hsiao
and cols also demonstrated that the oral treatment with the human
commensal Bacteroides fragilis corrects gut permeability, alters microbial
composition, and ameliorates stereotypic and anxiety-like features of
ASD (Hsiao et al., 201 3). Additionally, a recent study demonstrated that
treatment with indole acetic acid exerts anti-depressive effects on an
animal model of chronic mild stress by increasing the proportions of
intestinal bacterial genera, including other Bacteroides species (Chen
et al., 2022).

Our results also demonstrated that FOS and GOS decreased the
abundance of F. rodentium, which may be related to depressive and
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anxious behavior in obese animals, confirming previous observations by
others authors. A study conducted by Wang and cols showed that the
relative abundance of F. rodentium in mice undergoing fecal microbiota
transplantation (FMT) from mice subjected to chronic social defeat
stress was significantly associated with anhedonia-like behavior (Wang
etal., 2021).

5. Conclusion

Disturbance in the balance of the microbiota-gut-brain axis con-
tributes to the emergence of mood and anxiety disorders disorders (Lee
& Kim, 2021; Margolis et al., 2021). This study revealed that therapeutic
intervention with FOS and GOS reversed symptoms of depression and
anxiety in mice subjected to HD. This improvement in behavior resulted
from a reduction in dysbiosis with an increase in acetate-producing
bacteria and intestinal permeability, leading to a decrease in chronic
peripheral and central inflammation. Furthermore, the modulation of
the gut-brain axis by FOS and GOS promoted a reduction in the levels of
pro-inflammatory cytokines, positively impacting the indoleamine 2,3-
dioxygenase, NMDA, BDNF and CREB receptor pathways, which play
fundamental roles in neuronal proliferation and survival in the hippo-
campus and prefrontal cortex.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo, a intervengdo com FOS e GOS promoveu melhorias significativas
no comportamento dos animais obesos, revertendo sintomas associadas a obesidade,
como comportamento semelhante a depressao e a ansiedade. Essa melhora foi atribuida
ao aumento de bactérias acetogénicas, como produtoras de acetato, que desempenham
papel crucial na restauracdo do equilibrio do eixo microbiota-intestino-cérebro. O
tratamento reduziu a disbiose intestinal e a permeabilidade da barreira intestinal,
diminuindo a inflamacgéao cronica periférica e central, o que impactou positivamente a

neuroinflamacéao.

Além disso, a administracdo de FOS e GOS resultou na modulagdo de vias
moleculares relacionadas a plasticidade sinaptica e neuroprotegcdo. Houve reducéo dos
niveis de marcadores pro-inflamatoérios (como TNF-a, COX-2, TLR4 e CASP-3), que
estdo superexpressos na obesidade, e da imunoexpressao de marcadores gliais, como
Iba-1 e GFAP, atenuando a microgliose e astrogliose no hipocampo. Paralelamente, o
tratamento promoveu a fosforilagdo do CREB, aumentou a expressao de BDNF, NeuN

e NGF, e restaurou os marcadores de plasticidade sinaptica e neurogénese, como Ki67.

Essas alteragdes refletiram em uma melhora funcional nos testes comportamentais:
0os animais tratados com prebidticos apresentaram maior nimero de alternancias no
labirinto em T, evidenciando a recuperagao da memoria de trabalho, e menor laténcia
nos testes de aprendizado espacial. Assim, o FOS e GOS demonstraram nao apenas
promover a neuroprotegcdo, mas também restaurar a fungéo cognitiva, sendo potenciais

aliados no tratamento de disturbios cognitivos e emocionais associados a obesidade.
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e Participagdao em eventos, congressos, exposi¢coes e feiras
) 2021

- Capacitacao no Uso e Manejo de Animais de Laboratério em formato de ensino a distancia,
coordenado pela Central de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biomédicas (USP) (CH: 50h)

- Minicurso online sobre Introdugcdo a procedimentos experimentais em animais de
laboratério promovido pelo Biotério do IAM/Fiocruz-PE (CH: 10h)

- Participagdo como membro titular da banca examinadora do trabalho de conclusdo do Curso
de Ciéncias Bioldgicas intitulado “Tadalafil exerce efeitos antidepressivos através da
modulagado da morte e proliferagao celular e neurotransmissao glutamatérgica em modelo
murino de encefalomielite autoimune experimental (EAE)”.

- Apresentacgao do trabalho intitulado “O Eixo A Influéncia Dos Prebidéticos Sobre a Ansiedade e
Depressao em Casos Clinicos” promovido pelo Nucleo de Estudos em Neurociéncias vinculado
ao Departamento de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco,
totalizando uma carga horaria de uma (01) hora e sendo premiado com o 1° LUGAR.

1) 2022

- Ministrante da Oficina com o tema de Acesso venoso e arterial como parte integrante do |l
Workshop Formatec de Ciéncias Mortuarias (CH:10h).

- Participante do curso de Avaliagao Antropométrica na Pratica Clinica (CH: 10h).

- Apresentagao do trabalho Avaliagao da meméria da cognicao e ativagao astrocitica em
camundongos C57BL/6 wild type e LDL -/- submetido na 10 Semana de Biociéncias e
Biotecnologia em Saude e realizado em formato presencial na modalidade Apresentagéo Oral.

- Apresentagcao do trabalho Frutooligossacarideo e Galactooligossacarideo melhoram
neuroinflamagao, cogni¢cao e comportamento semelhante a depressao em modelo animal
de obesidade submetido na 102 Semana de Biociéncias e Biotecnologia em Saude e realizado
em formato presencial na modalidade Apresentagéo Oral.

- Apresentacao do trabalho Avaliagao dos efeitos dos prebioticos (fruto-oligossacarideos e
galacto-oligossacarideos) no metabolismo lipidico hepatico em modelo animal, submetido
no 12 Congresso de Fisiologia e Patologia e realizado em formato presencial na modalidade
Apresentacdo Poster.

- Encontro de Neuroimunomodulagao (NIM) na qualidade de APRESENTADOR de trabalhos de
pesquisa apresentados na modalidade oral e banner.

- Palestrante sobre o tema "Pung¢ao venosa: Como perder o medo e realizar uma coleta sem
erros? promovida pela UNINABUCO.

- Apresentagao do trabalho “Herdabilidade genética como fator de risco e expressao génica
variavel na esquizofrenia‘“, submetido no VI Simpdsio do Complexo Hospitalar da Universidade
de Pernambuco, tendo como tema central, “Saude Digital: desafios e oportunidades” e realizado
em formato presencial na modalidade Apresentagao Oral.
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- Participagdo como membro titular da banca examinadora do trabalho de conclusao do Curso
de Ciéncias Biolégicas intitulado “Analises dos efeitos imunomodulatérios da
Dietilcarbamazina (DEC) no encéfalo de modelo murino de Hepatite Autoimune
Experimental”.

- Participagdo como membro titular da banca examinadora do trabalho de conclusao do Curso
de Ciéncias Bioldgicas intitulado “O papel dos genes CD80 e CD86 na Tireoidite de
Hashimoto”.

- Professor de Quimica, do projeto de extensdo GRADACAO (Pré-Vestibular da Inclus&o), de
maio a setembro de 2020, com carga horaria de 60h.

- Participacao do curso basico de Leitura de Ladminas - da morfologia a liberagdo (CH: 10h).
- Participacao do Curso "NEUROBIOLOGIA DOS TRANSTORNOS MENTAIS" (CH: 40h).
) 2023

- Apresentacao do trabalho Potenciais biomarcadores para transtornos psiquiatricos: uma
revisdo de literatura, submetido na XXVIII Semana de Biomedicina: Scientia et Evolutio e
realizado em formato presencial na modalidade categoria video-péster.

- Apresentacgao do trabalho Quimiorresisténcia e o direcionamento terapéutico para o perfil
metabdlico de células cancerigenas, submetido na XXVIIl Semana de Biomedicina: Scientia
et Evolutio e realizado em formato presencial na modalidade categoria video-p0ster.

- Participagdo como membro titular da banca examinadora do trabalho de concluséo de
Residéncia intitulado “Residéncia em Aten¢ao ao Cancer e Cuidados Paliativos”.

- Ministrante do minicurso "Interpretacao de Hemograma"™ no Il WeBiom - Webinar de
Biomedicina da UFPE, de forma online, contabilizando a carga horaria de 4 horas.

- Coorientacao do trabalho de conclusédo de Residéncia intitulado “Ac¢ao Do Frutoligossacarideo
e Galacto-Oligossacarideo sobre a Depressao Comadrbida em modelo animal de obesidade.

- Palestrante na XXIX Semana da Biomedicina - Saude e Desenvolvimento, com o tema
“Influéncia do eixo microbiota-instetino-cérebro no desenvolvimento de doengas
neuropsiquiatricas.

V) 2024

- Apresentacao do trabalho "Prebiéticos melhoram o metabolismo lipidico e inflamagao
periférica no tecido adiposo via GPR43 em camundongos obesos", submetido na 122
Semana de Biociéncias e Biotecnologia em Saude e realizado em formato presencial na
modalidade Apresentacédo Banner.

- Apresentacdo do trabalho "Frutooligossacarideo e galactooligossacarideo inibem a
neuroinflamagéao hipotalamica por meio da regulagao da via de sinalizacao irs/pi3k/akt em
modelo animal diabetes tipo 2 induzido por dieta", submetido na 122 Semana de Biociéncias
e Biotecnologia em Saude e realizado em formato presencial na modalidade Apresentagao
Banner.

- Participagdo como suplente do trabalho de conclusao do Curso de Ciéncias Bioldgicas intitulado
“Efeitos de prebidticos sobre o comprometimento motor, neurodegeneracdo e
neuroinflamagdo em modelo experimental de doenga de parkinson”.

- Apresentacgao do trabalho "Semaglutida atenua comportamentos semelhantes a ansiedade
e a depressao e reverte o comprometimento cognitivo em um modelo de camundongo
com diabetes mellitus tipo 2 por meio do eixo microbiota-intestino-cérebro", submetido na
122 Semana de Biociéncias e Biotecnologia em Saude e realizado em formato presencial na
modalidade Apresentagcdo Banner.
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- Parecerista do Programa Institucional de Bolsas de Iniciagcao Cientifica do edital 01/2024 da
Afya — Faculdade de Ciéncias Médicas.
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Abstract

Increasing evidence has indicated that prebiotics as an alternative treatment for neuropsychiatric diseases. This study evalu-
ated the prebiotics Fructooligosaccharides (FOS) and Galactooligosaccharides (GOS) on the modulation of neuroinflam-
mation and cognition in an experimental model of mice high-fat diet fed. Initially, mice were distributed in the following
groups: (A) control standard diet (n = 15) and (B) HFD for 18 weeks (n = 30). In the 13th week, the mice were later divided
into the following experimental groups: (A) Control (n = 15); (B) HFD (n = 14); and (C) HFD + Prebiotics (n = 14). From
the 13th week, the HFD + Prebiotics group received a high-fat diet and a combination of FOS and GOS. In the 18th week,
all animals performed the T-maze and Barnes Maze, and were later euthanized. Biochemical and molecular analyzes were
performed to assess neuroinflammation, neurogenesis, synaptic plasticity, and intestinal inflammation. Mice fed HFD had
higher blood glucose, triglyceridemia, cholesterolemia, and higher serum IL-1f associated with impaired learning and
memory. These obese mice also showed activation of microglia and astrocytes and significant immunoreactivity of neuroin-
flammatory and apoptosis markers, such as TNF-a, COX-2, and Caspase-3, in addition to lower expression of neurogenesis
and synaptic plasticity markers, such as NeuN, KI-67, CREB-p, and BDNF. FOS and GOS treatment significantly improved
the biochemistry profile and decreased serum IL-1p levels. Treatment with FOS and GOS also reduced TNF-a, COX-2,
Caspase-3, Iba-1, and GFAP-positive cells in the dentate gyrus, decreasing neuroinflammation and neuronal death caused by
chronic HFD consumption. In addition, FOS and GOS promoted synaptic plasticity by increasing NeuN, p-CREB, BDNF,
and KI-67, restoring spatial learning ability and memory. Moreover, FOS and GOS on HFD modulated the insulin pathway,
which was proved by up-regulating IRS/PI3K/AKT signaling pathway, followed by a decreasing Ap plate and Tau phos-
phorylation. Furthermore, the prebiotic intervention reshaped the HFD-induced imbalanced gut microbiota by modulating
the composition of the bacterial community, markedly increasing Bacteroidetes. In addition, prebiotics decreased intestinal
inflammation and leaky gut. In conclusion, FOS and GOS significantly modulated the gut microbiota and IRS/PI3K/AKT
signaling pathway, decreased neuroinflammation, and promoted neuroplasticity improving spatial learning and memory.
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Semaglutide Attenuates Anxious and Depressive-Like Behaviors and
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Abstract

Newly conducted research suggests that metabolic disorders, like diabetes and obesity, play a significant role as risk
factors for psychiatric disorders. This connection presents a potential avenue for creating novel antidepressant medica-
tions by repurposing drugs originally developed to address antidiabetic conditions. Earlier investigations have shown that
GLP-1 (Glucagon-like Peptide-1) analogs exhibit neuroprotective qualities in various models of neurological diseases,
encompassing conditions such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, and stroke. Moreover, GLP-1 analogs have
demonstrated the capability to enhance neurogenesis, a process recognized for its significance in memory formation and
the cognitive and emotional aspects of information processing. Nonetheless, whether semaglutide holds efficacy as both an
antidepressant and anxiolytic agent remains uncertain. To address this, our study focused on a mouse model of depression
linked to type 2 diabetes induced by a High Fat Diet (HFD). In this model, we administered semaglutide (0.05 mg/Kg
intraperitoneally) on a weekly basis to evaluate its potential as a therapeutic option for depression and anxiety. Diabetic
mice had higher blood glucose, lipidic profile, and insulin resistance. Moreover, mice fed HFD showed higher serum inter-
leukin (IL)-1B and lipopolysaccharide (LPS) associated with impaired humor and cognition. The analysis of behavioral
responses revealed that the administration of semaglutide effectively mitigated depressive- and anxiety-like behaviors,
concurrently demonstrating an enhancement in cognitive function. Additionally, semaglutide treatment protected synaptic
plasticity and reversed the hippocampal neuroinflammation induced by HFD fed, improving activation of the insulin path-
way, demonstrating the protective effects of semaglutide. We also found that semaglutide treatment decreased astrogliosis
and microgliosis in the dentate gyrus region of the hippocampus. In addition, semaglutide prevented the DM2-induced
impairments of pro-opiomelanocortin (POMC), and G-protein-coupled receptor 43 (GPR43) and simultaneously increased
the NeuN +and Glucagon-like Peptide-1 receptor (GLP-1R+) neurons in the hippocampus. Our data also showed that
semaglutide increased the serotonin (5-HT) and serotonin transporter (5-HTT) and glutamatergic receptors in the hippo-
campus. At last, semaglutide changed the gut microbiota profile (increasing Bacterioidetes, Bacteroides acidifaciens, and
Blautia coccoides) and decreased leaky gut, improving the gut-brain axis. Taken together, semaglutide has the potential
to act as a therapeutic tool for depression and anxiety.
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