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RESUMO

A obesidade ¢ uma preocupacdo emergente de salde que acomete milhares de pessoas ao
redor do mundo. Individuos obesos apresentam maior risco ao desenvolvimento de
comorbidades, incluindo doencas neuropsiquiatricas como a depressao. Dessa forma, percebe-
se um aumento de pesquisas que avaliam os transtornos depressivos e sua associagdo com o
consumo de dietas hipercaldricas e apontam uma ligacdo direta e complexa entre o0 eixo
intestino-cérebro. Os prebidticos, fibras dietéticas advindas da alimentacdo, apresentam-se
como estratégia terapéutica promissora no auxilio do tratamento convencional da depressao.
O objetivo do presente trabalho é avaliar a acdo dos prebidticos (FOS e GOS) associados ou
ndo com a fluoxetina na modulacdo da neuroinflamacédo, cognicéo e depressdao em modelo
experimental de obesidade induzido por dieta em camundongos machos C57BL/6 wild type.
Para isso, 0 delineamento experimental do estudo esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
135/2018). Foram utilizados animais, adultos jovens (8-10 semanas), distribuidos nos
seguintes grupos (n=15): 1) Controle; 2) HFD; 3) HFD + Fluoxetina; 4) HFD+FOS+B-GOS.
Durante 18 semanas foi realizada inducdo da obesidade e nas Ultimas seis semanas
administrou-se os tratamentos. Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com
injecdo i.p. de ketamina (115mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e eutanasiados. O sangue, cortex
pré-frontal e o hipocampo foram retirados para analises posteriores. Avaliou-se o perfil
lipidico (Colesterol total e triglicerideos) e glicose dos animais e foram realizados ensaios
comportamentais (teste de splash de sacarose, teste de suspensdo em cauda e teste de nado
forcado), nos quais verificou-se diferenca significativa entre os grupos HFD e HFD +
prebioticos, indicando melhora no comportamento do tipo depressivo e diminuicdo dos
parametros bioquimicos analisados. Além disso, 0s animais tratados com prebidticos
apresentaram diminuicdo de ganho de peso corporal quando comparados ao grupo HFD. O
grupo HFD apresentou diminuic&o significativa da expressao de BDNF e do NeuN nas células
neuronais do hipocampo em relagéo ao grupo controle, indicativo de baixa neuroplasticidade
e sobrevivéncia celular que, por sua vez, foram revertidas pelo tratamento com prebi6ticos.
Através das técnicas de imuno-histoquimica e Western blotting, os marcadores inflamatorios
(TNF-a, COX-2, Iba-1, GFAP e p-p38) apresentaram aumento significativo no cortex pré-
frontal e hipocampo do grupo HFD, enquanto a proteina de juncdo ZO-1 mostrou baixa
expressdo. Porém, FOS e GOS modularam a expressdao dos marcadores inflamatorios e

recuperou os niveis de ZO-1. Conclui-se, a partir do exposto, que a modulacéo da microbiota



intestinal promovida pelos prebi6ticos parece ser uma estratégia terapéutica que pode auxiliar
na reducdo da neuroinflamacdo e morte neuronal da depressdo comorbida & obesidade

induzida por dieta.

Palavras-chave: microbiota; prebidticos; depressao; obesidade.



ABSTRACT

Obesity is an emerging health concern affecting thousands of people worldwide. Obese
individuals are at greater risk for developing comorbidities, including neuropsychiatric
disorders like depression. Thus, there is an increase in research that evaluates depressive
disorders and their association with the consumption of hypercaloric diets and points to a
direct and complex link between the gut-brain axis. Prebiotics, dietary fibers from food, are
presented as a promising therapeutic strategy to aid in the conventional treatment of
depression. The objective of the present study is to evaluate the action of prebiotics (FOS and
GOS) associated or not with fluoxetine in the modulation of neuroinflammation, cognition,
and depression in an experimental model of obesity induced by diet in C57BL/6 wild-type
male mice. For this, the experimental design of the study is following the Ethical Principles
in Animal Experimentation and was approved by the Committee on Ethics in the Use of
Animals (CEUA 135/2018). Animals were used, young adults (8-10 weeks), distributed in the
following groups (n=15): 1) Control; 2) HFD; 3) HFD + Fluoxetine; 4) HFD+FOS+B-GOS.
At the end of the experiment, the animals were anesthetized with i.p. of ketamine (115mg/kg)
and xylazine (10mg/kg) and euthanized. The blood, prefrontal cortex and hippocampus were
removed for further analysis. During 18 weeks, obesity induction was performed and the
treatments were administered in the last six weeks. At the end of the experiment, the animals
were anesthetized with i.p. of ketamine (115mg/kg) and xylazine (10mg/kg) and euthanized.
Blood, prefrontal cortex, and hippocampus were removed for further analysis. The animal's
lipid profile (total cholesterol, triglycerides) and glucose were evaluated and behavioral tests
were performed (sucrose splash test, tail suspension test, and forced swimming test), in which
there was a significant difference between the groups. HFD and HFD + prebiotics, indicating
an improvement in depressive-like behavior and a decrease in the analyzed biochemical
parameters. In addition, animals treated with prebiotics showed a decrease in body weight
gain compared to the HFD group. The HFD group showed a significant decrease in BDNF
and NeuN expression in the hippocampal neuronal cells of the animals in the HFD group
compared to the control group, indicative of low neuroplasticity and cell survival, which, in
turn, were reversed by treatment with prebiotics. Through immunohistochemistry and
Western blotting techniques, the inflammatory markers (TNF-a, COX-2, Iba-1, GFAP, and p-
p38) showed a significant increase in the prefrontal cortex and hippocampus of the HFD
group, while the protein junction ZO-1 showed low expression. However, FOS and GOS

modulated the expression of inflammatory markers and recovered ZO-1 levels. It is



concluded, from the above, that the modulation of the intestinal microbiota promoted by
prebiotics seems to be a therapeutic strategy that can help to reduce neuroinflammation and
neuronal death from depression comorbid with diet-induced obesity.

Keywords: microbiota; prebiotics; depression; obesity.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Relacdo entre microbiota intestinal e neuroinflamacao............cccceeevevvevciieinenne 20
Figura 2 - Acompanhamento do Pes0 COrPOral ..........ccviveieiiieiieeii e 27
Figura 3 - TesteS COMPOITAMENTAIS ........ccveiviriiriiriiiieieiei ettt 28
Figura 4 - Avaliagdo dos pardmetros DiOQUIMICOS ........ccieruririrerieire e 29
Figura 5 - Imunofluorescéncia de BDNF no hipoCampo .........cccevvevieiieiecie e 30
Figura 6 - Imuno-histoquimica de TNF-o 10 hipocampo ..........cccvveveeiieeieeienie e 32
Figura 7 - Imuno-histoquimica de COX-2 no hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B).......... 33
Figura 8 - Imuno-histoquimica de Iba-1 no hipocampo (A) e cortex pre-frontal (B)............. 33
Figura 9 - Imuno-histoquimica de GFAP no hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B) ........... 34
Figura 10 - Imuno-histoquimica de Neu-N no hipocampo ........cccccveveviieiicie i 35

Figura 11 - Expressdo de proteinas no hipocampo através de Western Blotting .................... 36



5-HT
AGCCs
BDNF
B-GOS
BHE
COX-2
EROs
FOS
GABA
GLP-1
GOS
HFD
HPA
IDO
IMC
ISAPP
ISRS
LPS
NF-xB
OMS
Pomc
PYY
SNC
TGF-p
TGl
TLR4
TNF-a
Tregs
TRYCATS
Vigitel

Z0-1

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-hidroxitriptamina

Acidos graxos de cadeia curta

Fator neurotréfico derivado do cérebro
Bimuno® galacto-oligossacarideo
Barreira hematoencefalica
Cicloxigenase 2

Espécies reativas de oxigénio
Fruto-oligossacarideo

Acido gama-aminobutirico

Peptideo semelhante ao glucagon 1
Galacto-oligossacarideo

Dieta rica em gordura (high fat diet)
Hipotalamo-pituitaria-adrenal
Indolamina 2,3-dioxigenase

indice de massa corporal

International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
Inibidor seletivo de recaptagdo de serotonina
Lipopolissacarideo

Fator nuclear kappa B

Organizagdo Mundial de Saude
Pré-opiomelanocortina

Peptideo YY

Sistema nervoso central

Fator de crescimento transformador beta
Trato gastrointestinal

Receptor toll-like 4

Fator de necrose tumoral alfa

Células T reguladoras

Catabolitos do triptofano

Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doencas Crdnicas por
Inquérito Telefénico

Zona ocludina



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ot teetee ettt asaes e 13
2. REFERENCIAL TEORICO.......ooisieiieeeieeeeeeessesissssesissessesss s ssnes s, 14
2.1 A ODESIAAAR. ...t 14
2.2 A UBPIESSAD. ... ettt ettt bbbttt bbb 16
2.3 A microbiota intestinal € 0 eiX0 INteStiN0-CAIeDIO.........ccovrereriiiii e 18
2.4 Prebidticos, modulacdo da microbiota intestinal e salde.............cccvevveveieneinnnnn, 20
3. JUSTIFICATIVA .ttt sttt ne bt an s 22
A, OBJIETIVOS ...ttt ettt sttt re et sttt et et ne s ntens 22
O o] (= Yo I 1= - | USSR 22
4.2 ODJELIVO ESPECITICO ...t 22
5. MATERIAIS E METODOS........cooieeeeeeeeeeeee ettt 23
5.1 DESENN0 O BSTUAO .....c.veevieiiieie sttt nreees 23
5.2 Administracdo dos Prebioticos € FIUOXetiNa...........cccoevveveeviiic v 24
5.3 Avaliacdo do perfil HPIdiCO ..cc.ocveiieiiiecece s 24
5.4 ENSai0S COMPOITAMENTAIS ......ovveveiiiiiiisiesiieieeie ettt 24
5.5 Imunofluorescéncia para marcador da plasticidade sinaptica (BDNF)................... 25

5.6 Analise por Imuno-histoquimica dos marcadores de inflamacao (GFAP, Iba-1,
TNF-a e COX-2) e sobrevivéncia celular (NEUN).........cccoevererenienenineceeeeienn 25
5.7 Andlise da expressdo proteica de marcadores da inflamacéo (TLR4 e p-p38), da

juncéo celular (ZO-1) e sobrevivéncia celular (NEUN)........c.ccovevvrierieererieseeeen, 25

5.8 ANALISE ESLALISLICA ....vvveivieiieiieieie ettt e 26

B. RESULTADOS ..ottt sttt sttt ne s r et ene bt 26
6.1 Analise dO PESO COMPOTAL.........eiuiieiiiiieieie et 26
6.2 TeSteS COMPOITAMENTAIS. .......cveivirieiiieieiee et 27
6.3 Perfil DIOQUIMICO.......cviiiciece e 28
6.4 Imunofluorescéncia e Imuno-histoqUIMICA...........cccovveiviiieiiciccc e 30
6.5 WESLEIN DIOTEING. ....c.eiuieiiieiee e e 35

7. DISCUSSAD ......coiiiiiieiiiieiee st 37
8. CONCLUSAD. ...ttt sttt 41
9. REFERENCIAS ..ottt esee s teses sttt s st snes st neneas 42

10. ANEXO A CEUA . . 52



13

1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a obesidade um dos maiores
problemas de salde publica. Estima-se que em 2025 cerca de 2,3 bilhdes de adultos ao redor
do mundo estaréo acima do peso e destes, 700 milhdes de pessoas com obesidade. No Brasil,
essa condicdo crénica aumentou 72% nos ultimos treze anos, saindo de 11,8% em 2006 para
20,3% em 2019, como se verifica nos dados coletados pela Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecéo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) de 2019 (ABESO, 2019).

Especialistas e estudiosos da area ainda alertam que pessoas obesas sdo mais vulneraveis
ao desenvolvimento de depressao, ndo apenas pelas questdes fisiologicas e metabdlicas, mas
também pelo preconceito social que sofrem. Segundo OMS, o Brasil é o pais com maior
prevaléncia de depressdo na América Latina. E a principal causa de incapacidade em todo o
mundo e estima-se que mais de 300 milhdes de pessoas, de todas as idades, convivam com esse
transtorno (BRASIL, 2022).

A obesidade € uma condi¢do complexa e multifatorial, e existe um crescente nimero de
estudos pré-clinicos que aponta o conceito de sinalizacdo bidirecional entre o eixo intestino-
cérebro relacionado com a comorbidade entre doencas gastrointestinais e metabolicas, como a
obesidade, doencas neurodegenerativas, como Parkinson e Doenga de Alzheimer, e transtornos
de humor, incluindo a depressédo (KENNEDY et al., 2014; SMITH; SUTHERL; HEWLETT,
2015). A microbiota intestinal desempenha importantes funcdes de modulacdo que contribui
para manutencdo da salde do hospedeiro. AlteracBes no nimero e na composicdo desses
microrganismos sao vistas em diversas condic@es, incluindo a obesidade, o que pode contribuir
para intensificar o estado inflamatério ndo apenas a nivel periférico, mas também no sistema
nervoso central (SNC) (CARLESSI et al., 2021). A interacdo estabelecida entre o intestino e o
cérebro envolve vias neurais, imunes e enddcrinas e influencia em varios outros processos
fisiologicos do organismo. Diante disso, pesquisas sdo realizadas com o objetivo de
desenvolver novas possibilidades terapéuticas para a depressdo, entre as quais, 0s prebioticos
despertam grande interesse.

A definicdo mais recente de prebidticos é de 2017 e foi realizada pela International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP), na qual diz se tratar de “um
substrato que é utilizado seletivamente pelos microrganismos do hospedeiro e que confere um
beneficio a saude”. Estudos recentes demonstram que prebidticos desenvolvem papel
importante na modulagdo da microbiota intestinal e neuroprote¢do, aumentando a concentragdo

de bactérias benéficas, bem como, os niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
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e receptores glutamatérgicos, atuando, dessa forma, na neuroplasticidade sinaptica (BUROKAS
etal., 2017; SAVIGNAC et al., 2013). Assim, a administracdo de prebioticos apresenta-se como
estratégia promissora em associacdo com os tratamentos tradicionais para depressdo, como 0s
antidepressivos, atuando sobre as vias de sinalizacdo da neuroinflamacdo e depressdo em

modelos animais de obesidade induzida por dieta.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A OBESIDADE

A obesidade € definida como um acumulo excessivo de tecido adiposo no organismo
que pode prejudicar a saide. E um quadro que geralmente encontra-se associado a outras
condigdes, como hipertensdo, diabetes e dislipidemias (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).
Para determinar se o individuo é categorizado como obeso, o indice de massa corporal (IMC)
deve ser igual ou superior a 30 kg/m? (peso corporal dividido pela altura ao quadrado). No
entanto, o IMC é apenas uma estimativa aproximada do grau de obesidade, considerando apenas
0 peso e a altura, assim, se faz necessario observar outros indicadores como o perfil lipidico,
circunferéncia da cintura, entre outros (TCHERNOF; DESPRES, 2013; WELODARCZYK;
SLIZEWSKA, 2021). A obesidade esta relacionada com o desenvolvimento de varias
patologias, como diabetes, doencas cardiovasculares, apneia obstrutiva do sono e osteoartrite
(YAZDI; CLEE; MEYRE, 2015).

A explicacdo mais simples e comum para a origem da obesidade é um desequilibrio de
energia entre as calorias consumidas e as que sao utilizadas pelo individuo (WELODARCZYK;
SLIZEWSKA, 2021). Isso esta atrelado ao modo de vida da sociedade moderna, com maior
ingestdo de alimentos ultraprocessados e ricos em gordura, sem pratica de exercicios fisicos.
No entanto, é importante perceber que se trata de uma problemética mais complexa, envolvendo
ndo apenas o estilo de vida, mas fatores genéticos, socioecondémicos, ambientais e o
comportamento individual (ASADI et al., 2022).

Estudos envolvendo o mapeamento molecular de mutacfes génicas causadoras de
obesidade em camundongos foi uma das primeiras estratégias para tentar encontrar genes
relacionados com o peso corporal. Essas pesquisas demonstraram o envolvimento de genes que
codificam o horménio leptina e seu receptor, além dos receptores para melanocortina e pro-
opiomelanocortina (Pomc) (LUTZ; WOODS, 2012; MYERS; LEIBEL, 2015). O apetite é

influenciado pela interagdo entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema endocrino através
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do qual os sinais dos 6rgdos periféricos, principalmente o sistema digestério, sdo transportados
até o SNC. Isso significa que, hormbnios como a leptina e a grelina, sdo produzidos
perifericamente, mas regulam o comportamento alimentar atuando no SNC, especialmente no
hipotdlamo (ASADI et al., 2022). A resisténcia a leptina, inclusive, € uma das principais
caracteristicas da obesidade, visto que o individuo obeso ndo consegue usufruir da acdo de
saciedade exercida pelo hormonio.

A via leptina-melanocortina € uma das principais formas de regulacdo neuroendocrina
para a homeostase energética. A leptina é produzida pelo tecido adiposo branco
proporcionalmente a gordura corporal. A atuacao desse horménio nos seus receptores expressos
no hipotalamo ativa os neurdnios pré-opiomelanocortina e estes interagem com outros centros
cerebrais, resultando em processos fisiologicos que diminuem a ingestdo de alimentos e
promovem o gasto energético (SCHELLEKENS; DINAN; CRYAN, 2010).

O excesso de energia proveniente do desbalanco calérico que ocorre na obesidade
possui um efeito importante no perfil de risco cardiometabdlico, na sensibilidade a insulina e
nos altos niveis de triglicerideos (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Varios estudos sugerem que o tecido adiposo pode secretar aproximadamente mais de
50 horménios e moléculas sinalizadoras referidas como adipocinas que desempenham um papel
essencial na imunidade e no metabolismo da glicose (KIM et al., 2014; KOWALSKI et al.,
2017; OLSZANECKA-GLINIANOWICZ et al., 2012). Pessoas obesas apresentam niveis
plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias e proteinas de fase aguda da inflamacéo. O tecido
adiposo de individuos obesos secreta predominantemente citocinas pré-inflamatorias como IL-
6, TNF-a, resistina, visfatina, leptina, angiotensina Il e inibidor do ativador do plasminogénio,
contribuindo assim para a manutencéao do estado inflamatdrio crénico de baixo grau envolvido
na progressao da obesidade e suas comorbidades associadas. Por sua vez, o tecido adiposo de
individuos magros tem sido bem descrito como secretor de adipocinas anti-inflamatorias, como
IL-4, IL-10, IL-13, antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), fator de crescimento
transformador beta (TGF-p), adiponectina e apelina (BULLO et al., 2003; KHANNA et al.,
2022).

Acredita-se que as células imunes mais abundantes no tecido adiposo dos humanos
sejam os macrdfagos. A inflamacéo do tecido adiposo esta ligada a uma mudanca na frequéncia
de macrofagos M2 (anti-inflamatorios) para macrofagos M1 (pro-inflamatorios), que também
esta correlacionada com a resisténcia a insulina. Além disso, a obesidade esta frequentemente
ligada a hipertrofia dos adipdcitos, o que aumenta sua distancia dos vasos sanguineos, levando
a hipoxia (L1U; NIKOLAJCZYK, 2019), ocasionando fibrose do tecido adiposo e infiltracdo
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de macrofagos para eliminar adipdcitos necroticos, desencadeando também uma resposta
inflamatoria local e a producéo de TNF-a e 1L-6 (KHANNA et al., 2022).

2.2. A DEPRESSAO

Segundo o Relatério Mundial de Saide Mental, divulgado pela OMS no ano de 2022,
apenas no primeiro ano da pandemia da Covid-19, 53 milhdes de pessoas desenvolveram
depressdo e outros 76 milhdes relataram ansiedade, totalizando 129 milhdes de pessoas no
mundo acometidas por essas duas doencgas neuropsiquiatricas em apenas um ano (BRASIL,
2022). Os principais sintomas relatados na depressao incluem tristeza profunda e duradoura,
anedonia, sentimento de culpa, distdrbios do sono e do apetite, entre outros (WALLACE;
MILEV, 2017).

Embora a prevaléncia da depressdo seja muito alta, ainda é uma patologia que
geralmente tem diagnoéstico tardio, além de falhas no tratamento. Existe uma dificuldade de
aderéncia ao tratamento farmacoldgico devido aos seus efeitos adversos somado ao fato de que
as melhoras do quadro ocorrem a longo prazo, cerca de trés a seis semanas apos inicio da
administracdo medicamentosa (CARLESSI et al., 2021b; KUNUGI, 2021).

A fisiopatologia da depresséo ainda ndo é bem elucidada. Hipoteses foram levantadas e
estudadas ao longo dos anos na tentativa de explicar a etiologia dessa doenca.

A teoria da deficiéncia das monoaminas é a mais utilizada e a mais bem conhecida. A
maioria das classes dos antidepressivos objetivam aumentar a concentracdo de dopamina e
serotonina na fenda sindptica, como fazem os Triciclicos, primeiros farmacos idealizados para
esse objetivo, e os Inibidores Seletivos de Recaptacdo da Serotonina (ISRSs), medicamentos
mais novos e mais utilizados na clinica (KUNUGI, 2021). Atualmente ja se sabe que 0s
transtornos de humor resultam de uma combinacéo de fatores, em varios graus, como fatores
genéticos, bioldgicos, ambientais, ndo necessariamente apenas o desbalanco quimico
(ALBERT; BENKELFAT; DESCARRIES, 2012). A depressdo é geralmente induzida e, por
vezes, potencializada, a partir do estresse crénico. Partindo disso, a resposta ao estresse
desenvolvida pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) se tornou um dos alvos de estudo
para compreensdo dessa condicao.

Em situacOes de estresse cronico pode ocorrer hiperestimulacdo do eixo HPA e resultar
na liberacdo inadequada e excessiva de hormdnios como a adrenalina e o cortisol, contribuindo
para intensificar o estado inflamatério (DOOLIN et al., 2017). No estado fisioldgico, as

citocinas periféricas séo hidrofilicas e possuem alto peso molecular, portanto, ndo atravessam
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a barreira hematoencefélica (BHE). No entanto, em estados patolégicos, como a depresséo, a
permeabilidade dessa membrana se encontra comprometida, o que permite a passagem dessas
substancias (JEON; KIM, 2016). O estudo desenvolvido por Giridharan et al. (2019)
demonstrou uma relacéo entre depressao e ativagdo microglial e um aumento nas citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-a e interferon gama (INF-y), no cérebro
de ratos submetidos ao modelo de estresse por privacdo materna. Yang e colaboradores (2018)
também observaram o aumento das citocinas IL-6 e IL-4 no hipocampo de animais submetidos
ao modelo de estresse induzido por cirurgia. Outra pesquisa que demonstra essa relacdo ¢ a de
He e colaboradores (2019), na qual visualizou aumento da citocina pré-inflamatéria IL-13
juntamente com ativacdo da microglia no hipotalamo de camundongos com comportamento
depressivo induzido por lipopolissacarideo (LPS). Essas evidéncias colocam a depressdo como
uma doenca cronica inflamatoria e evidencia o papel do sistema imunoldgico e a participacao
das citocinas no seu desenvolvimento.

Entre os mecanismos possivelmente envolvidos nos efeitos das citocinas sobre o humor,
encontra-se alteracdes nas atividades de enzimas como a indolamina 2,3-dioxigenase (IDO)
(CAPURON; LASSELIN; CASTANON, 2016; CASTANON; LUHESHI; LAYE, 2015). O
INF-y ¢ a principal citocina inflamatdria que induz maior expressao da IDO, além de outras
citocinas como TNF-a, IL-2, IL-1p e a prostaglandina PGE2 (OXENKRUG, 2007, 2010). A
IDO é a enzima responsavel por catalisar a primeira etapa de degradacdo do triptofano,
aminoéacido precursor da serotonina, através da via das quinureninas. A ativacao aguda dessa
enzima é algo benéfico, porém, sua ativacdo cronica pode ser nociva, visto poder induzir
alteracOes na neurotransmissdo serotoninérgica, através da diminuicao da sintese de serotonina,
além de levar & produgdo dos derivados neurotoxicos, como os catabdlitos do triptofano
(TRYCATS) (REUS et al., 2015). O estresse oxidativo relatado na depresso, assim como em
outras doencas inflamatdrias, também pode contribuir para maior atividade da IDO (CHAVES
FILHO et al., 2018).

Nas Ultimas décadas, a microbiota intestinal surgiu como um fator chave que relaciona
a obesidade e a depressdo. As alteragdes dessa microbiota vistas na populagéo obesa estdo
associadas a marcadores de inflamagdo local, que podem aumentar a permeabilidade do
intestino a microrganismos patogénicos. Estes, por sua vez, contribuem para o inicio da
inflamacAo sistémica (CANI et al., 2009a; MILANESCHI et al., 2018). E sugerido, entdo, que
mudancas na microbiota intestinal e déficits neurologicos, como a depressdo, estejam
interligados por meio de estimulacdo inflamatoria direta, producdo de substancias pro-

inflamatdrias e perda da funcéo imunorreguladora (NEUFELD et al., 2011).
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2.3. AMICROBIOTA INTESTINAL E O EIXO INTESTINO-CEREBRO

O trato gastrointestinal (TGI) humano é colonizado por trilhdes de microrganismos, com
cerca de 1000 a 5000 espécies diferentes, das quais, Bacteroidetes e Firmicutes representam os
dois filos predominantes. Diferentes estudos demonstram de maneira consistente que a
composigdo da microbiota intestinal em animais obesos difere dos ndo obesos. A dieta
hipercaldrica aumenta a razdo Firmicutes/Bacteroidetes e reduz os niveis de Bifidobacterium,
Lactobacillus e Akkermansia muciniphila (CRYAN et al., 2019; LIN et al., 2014). Essas
alteracbes também foram visualizadas em estudos que analisaram o microbioma de pacientes
com depresséo a partir de amostras fecais (JIANG et al., 2015; NASERIBAFROUEI et al.,
2014). Esses microrganismos possuem varias funcdes, como manter a integridade intestinal,
produzir muco, estimular a regeneracdo do epitélio intestinal e produzir metab6litos como os
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) (BURGER-VAN PAASSEN et al., 2009).

A microbiota intestinal € um dos fatores que contribui para a resposta fisiologica do
organismo em diferentes niveis, influencia na atividade do sistema imunologico e na regulacédo
de neurotransmissores (ANWAR et al., 2019). Pode sofrer interferéncia de estimulos externos,
como alimentacdo, estresse, processos infecciosos e uso de antibidticos. Esses fatores podem
levar a disbiose, um desbalanco entre as bactérias benéficas e patogénicas que pode
comprometer a salde do individuo (FORSYTHE et al., 2010).

A comunicacao entre o eixo intestino-cérebro é bidirecional e complexa, permitindo que
0s sinais viscerais do intestino influenciem o SNC de forma direta e indireta, por via neuronal,
através do sistema imunolégico e por transmissores quimicos.

O nervo vago ¢ a via intermediaria mais direta entre o intestino e o cérebro (80% das
fibras aferentes e 20% das eferentes). As fibras aferentes vagais ndo chegam a atravessar a
camada epitelial da parede digestiva, ou seja, ndo hd uma comunicacdo direta com a microbiota
intestinal (BONAZ; BAZIN; PELLISSIER, 2018), sua interacdo ocorre apenas com as células
enteroendocrinas. Por sua vez, as células enteroenddcrinas detectam metabolitos bacterianos,
como 0s AGCCs, além de expressarem o0s receptores toll like 4 (TLR4), o que possibilita a
deteccdo de LPS e outros fragmentos de parede celular considerados padrées moleculares
associados ao patdgeno (WU et al., 2013).

Existe uma grande concentracdo de células do TGI no sistema imunologico, as quais
estdo em constante comunicagdo com os microrganismos que habitam o intestino humano. E
na interface entre a camada de muco e as células epiteliais que ocorre a interacdo hospedeiro-

microbiota (CRYAN et al., 2019). A dishiose e/ou a ingestdo de dietas hipercaldricas pode
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promover o aumento da permeabilidade da barreira intestinal, permitindo que bactérias e seus
produtos metabolicos possam chegar até a circulagdo periférica e causar uma resposta
inflamatdria sistémica através da liberacdo das citocinas pro-inflamatérias. O estado
inflamatério pode alterar a permeabilidade da BHE e induzir neuroinflamacdo (ROY
SARKAR; BANERJEE, 2019) (Figura 1).

A microbiota intestinal é capaz de influenciar nos mais diversos comportamentos do
individuo, desde o comportamento sexual, social, aprendizado, memoria e estresse, até a
alimentacdo e a obesidade, atuando sobre o sistema neuroendocrino, principalmente no eixo
HPA (CUSSOTTO et al., 2018). A hiperativacdo desse eixo, que ocorre no estresse cronico,
resulta em uma liberagdo constante e ndo adaptativa de cortisol (MILANESCHI et al., 2018), e
a longo prazo pode causar danos e perdas de células neuronais em regides cerebrais associadas
a depressdo, como o hipocampo (SCHMAAL et al., 2016). Ressalta-se ainda pesquisas que
demonstram que a hiperativacdo do eixo HPA também é muito comum em pessoas obesas
(KOLBE; DUMBELL,; OSTER, 2015; PUTIGNANO et al., 2003; WESTER et al., 2014).

A exposicdo cronica ao cortisol pode induzir a obesidade de diferentes formas: aumento
do apetite com preferéncia por alimentos energéticos, promovendo adipogénese e hipertrofia
principalmente na gordura visceral, entre outros (FARDET; FEVE, 2014). O estado de
inflamacéo cronica observado na obesidade pode afetar o funcionamento dos receptores de
glicocorticoides no hipocampo, local de ligagdo do cortisol e que da inicio ao feedback negativo
para suprimir a atividade do eixo HPA. Esse € um mecanismo que esta intimamente relacionado

com a via imunoldgica e representa uma conexdo em potencial entre a depressao e a obesidade.
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Figura 1 - Relacdo entre microbiota intestinal e neuroinflamacéo
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Esquema ilustrando a interacdo entre as alteragdes na microbiota intestinal e a inducéo e/ou potencializa¢do da
neuroinflamagdo. AGCCs: acidos graxos de cadeia curta; BHE: barreira hematoencefalica; IDO: indolamina 2,3-
dioxigenase; IL: interleucina (1f) e (10); TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; BDNF: fator neurotrofico derivado

do cérebro. Fonte: autoria propria.

2.4. PREBIOTICOS, MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL E SAUDE

Os prebioticos séo fibras provenientes da dieta alimentar ndo digeriveis pelas enzimas
do TGI humano, e que beneficiam a saude do hospedeiro aumentando a atividade de
microrganismos intestinais, especialmente Lactobacillus e Bifidobacterium (PANDEY; NAIK;
VAKIL, 2015). Sdo naturalmente encontrados em alimentos como aspargos, alho, cebola,
feijdo, bananas, tomate, mel e outros (VARZAKAS et al., 2018). Devido a sua baixa
concentragdo nesses alimentos, os prebidticos sdo produzidos industrialmente atraves do uso de
lactose, sucrose e amido como matéria-prima.

As propriedades benéficas a saude associadas a administracdo dos prebidticos envolvem
inibicdo de patdgenos no sistema gastrointestinal, modulag&o do sistema imune, diminuig&o dos
niveis séricos de lipidios e producdo de metabdlitos que influenciam na funcdo cerebral,

diminuindo a permeabilidade da BHE e a neuroinflamacéo (GIBSON et al., 2017).
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Os prebioticos atuam como substratos para a microbiota intestinal e dessa forma sdo
capazes de modular a composicao desses microrganismos. A fermentacao dessas fibras origina
produtos benéficos, em sua maioria acidos, com pH em torno de 6,5 a 5,5, contribuindo para a
alteracdo populacional da microbiota intestinal (DUNCAN et al., 2009). Torna-se importante
ressaltar que a acidificacdo intracelular pode modificar a via de sinalizacdo de célcio, a
liberacdo de neurotransmissores e reduzir a permeabilidade celular da barreira intestinal por
meio da transcri¢do de proteinas das jun¢des comunicantes, possivelmente alterando também a
comunicacédo e o comportamento neuronal (MIRZAEI et al., 2021).

Os produtos da degradacdo dos prebidticos sdo principalmente os AGCCs, como
butirato, acetato e propionato, e possuem atividades importantes ndo apenas no TGI, mas para
0 organismo como um todo (SUN et al., 2017). Localmente, esses metabdlitos contribuem para
a integridade do epitélio intestinal, estimulam a producdo de muco, modulam a motilidade
géstrica e estdo envolvidos nos efeitos anti-inflamatorios, como inativagdo do fator nuclear
kappa B (NF-«kB) e promogdo das células T reguladoras (Tregs) (FURUSAWA et al., 2013;
USAMI et al., 2008). Além de induzir a liberacdo de hormonios e neuropeptideos, como o
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e o peptideo YY (PYY) pelas células
enteroenddcrinas intestinais, causando saciedade (SAVIGNAC et al., 2016).

Interessantemente, pesquisas tém demonstrado que o butirato pode diminuir o nivel de
gordura nos adipécitos, aumentando a sensibilidade hormonal a leptina e a atividade enzimatica
da lipase (HEIMANN et al., 2016; LIN et al., 2012). Assim, além da reducdo do apetite, a
composicao corporal também é afetada pela reducdo do acimulo de gordura e do peso corporal
(WANG et al., 2019). De maneira geral, o0s AGCCs estdo entre os metab6litos que exercem
grande influéncia no organismo humano.

Uma parte dos AGCCs circulantes pode alcancar o SNC e afetar a funcdo cerebral.
Estudos mostram que esses carboidratos parecem ser um fator crucial para a maturacdo e o
desempenho funcional da microglia, células do SNC que seriam correspondentes aos
macrofagos. Somado ao seu papel imunolégico, a microglia é importante para a formacao de
circuitos neurais no cérebro em desenvolvimento, o que significa que a sua funcdo dependente
da microbiota e pode influenciar nos circuitos que regulam o eixo HPA (BILIMORIA,
STEVENS, 2015; ERNY et al., 2015). Estudos pré-clinicos como o de Burokas et al. (2017) e
Mika et al. (2018) demonstram que os prebiodticos sé@o capazes de diminuir a concentracéo
plasmatica do cortisol e corticosterona, além de atenuar a atividade em regides cerebrais

envolvidas com o comportamento ansioso, como a amigdala.
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Algumas bactérias ainda sdo capazes de sintetizar neurotransmissores e
neuromoduladores, como o &cido gama-aminobutirico (GABA), noradrenalina, 5-
hidroxitriptamina (5-HT), dopamina e acetilcolina, que atuam na regulacdo da funcéao cerebral
e influenciam o comportamento do hospedeiro (LYTE, 2011; MAZZOLI; PESSIONE, 2016).
Embora esses neurotransmissores bacterianos possivelmente exergam efeitos locais, ainda se
faz necessario maiores esclarecimentos sobre como sua agdo influencia no eixo intestino-

cérebro.

3. JUSTIFICATIVA

O indice relacionado a obesidade e suas comorbidades aumentaram em todo 0 mundo
nos Ultimos 20 anos, principalmente devido ao consumo excessivo de alimentos
ultraprocessados e dietas hipercaléricas. No Brasil, essa condic¢do cronica aumentou 72% nos
ultimos treze anos, saindo de 11,8% em 2006 para 20,3% em 2019, segundo dados da
Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabolica (Abeso). Esses
nimeros aumentaram devido a pandemia da Covid-19, uma vez que o isolamento social de
meses contribuiu para a ma alimentacéo e provocando aumento dos casos de depressdo. Dessa
forma, vérios estudos apontam evidéncias da relagdo entre o consumo de dietas ricas em
gordura e alteracGes de humor. Evidéncias crescentes sugerem que 0 eixo intestino-cérebro
possui importante papel na integridade e no funcionamento fisioldgico do cérebro. A microbiota
intestinal compreende um fator crucial entre o eixo intestino-cérebro e é afetada por diferentes
fatores como, idade, sexo, ingestdo de antibidticos e alimentacdo. A manutencdo do seu
equilibrio contribui para o neurodesenvolvimento e a homeostase do organismo. A avaliacao
dos prebidticos em modelos animais de depressdo vem demonstrando resultados promissores,
porém, a sua atuacdo em modelos de depressdo comorbida a obesidade ainda é pouco

investigada.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos dos prebidticos fruto-oligossacarideo (FOS) e galacto-oligossacarideo
(GOS) sobre a neuroinflamacéo e depressdao em modelo animal de obesidade induzido por dieta

em camundongos C57BI/6 wild type.

4.2 Objetivos Especificos
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Em modelo animal de obesidade, avaliar a agcdo de FOS e GOS sobre:

a) 0 comportamento depressivo em camundongos;

b) as vias de sinalizacdo na neuroinflamacao;

c) o metabolismo lipidico e o perfil glicémico;

d) a expressdo de marcadores da plasticidade sindptica no hipocampo e cortex pre-

frontal.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho do estudo

O delineamento experimental deste estudo esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA
135/2018 IAM/FIOCRUZ). A inducéo da obesidade foi realizada durante todas as 18 semanas
do experimento e nas Ultimas seis semanas realizou-se o tratamento. Foram utilizados 60
camundongos machos C57BL/6 Wild-type, adultos jovens (8-10 semanas), distribuidos nos

seguintes grupos (n=15):

Controle: O grupo recebeu dieta padrdo (PragSolucfes - AIN-93G) durante todo o periodo

experimental;
HFD: O grupo recebeu dieta rica em gordura (60% de gordura) (PragSolugdes - AIN-93M);

HFD + FLUOXETINA: O grupo recebeu dieta HFD durante 18 semanas e nas Ultimas seis
semanas foi administrado a Fluoxetina (Sigma-Aldrich - 10 mg/kg/dia) diluida em agua para

beber ad libitum;

HFD + FOS + B-GOS (Bimuno®-Galactooligossacarideo): O grupo recebeu dieta HFD
durante 18 semanas e nas ultimas seis semanas foram administrados os prebi6ticos (0,3g e 0,49

/ camundongo / dia de FOS e GOS respectivamente) diluidos em agua para beber ad libitum;

O peso corporal dos animais foi avaliado antes e depois do tratamento. Na Ultima
semana do experimento foram realizados os testes comportamentais e em seguida, 0s animais
foram anestesiados com injecg&o intraperitoneal (i.p.) de ketamina (115 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) e eutanasiados. Amostras de sangue venoso foram coletadas por puncédo cardiaca e o

cortex pré-frontal e o hipocampo foram coletados para analises posteriores.
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5.2 Administracdo dos Prebidticos e Fluoxetina

Os prebidticos FOS e GOS foram dissolvidos diariamente na agua de beber ad
libitum nas concentrac6es de 0,3g e 0,4g/camundongo/dia, nas ultimas seis semanas
experimentais (Burokaset al., 2017). O cloridrato de fluoxetina (Sigma-Aldrich) foi
administrado de forma semelhante aos prebiodticos na concentragdo de 10mg/kg/dia nas

ultimas 6 semanas de experimento.

5.3 Avaliacéao do perfil lipidico

Ap06s a formacdo do coagulo, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm
por 5 minutos para separacdo do soro e dosagem do perfil lipidico (colesterol total e
trigliceridios) e glicose através do método espectrofotométrico no aparelho Integra 400 —
Roche.

5.4 Ensaios comportamentais
Os testes comportamentais realizados antes e depois do tratamento foram:

1) Teste de splash/respingo de sacarose (anedonia): Foi realizado conforme descrito por
Lieberknecht et al., 2017. Resumidamente, os camundongos foram borrifados trés vezes na
parte superior das costas com uma solucdo de sacarose a 10% a uma distancia de
aproximadamente 5 cm do observador. Em seguida, os camundongos foram colocados em uma
gaiola nova, vazia e limpa. O tempo de laténcia para grooming (auto-limpeza) e o tempo total
de grooming foram analisados durante 5 minutos. Em seguida, a gaiola foi limpa com alcool a
10% para remover quaisquer indicios de odor deixados e o procedimento foi repetido com um

novo camundongo.

2) Teste do nado forgado: Os camundongos foram colocados individualmente em um cilindro
de acrilico (25cm altura, 10 cm de didmetro e 8 cm de profundidade) contendo dgua a 25 °C. O
tempo de imobilidade foi registrado durante 6 minutos, descartando-se o primeiro minuto que
é para ambientacdo do animal. Quanto maior o tempo de imobilidade observado, menor é a
motivacdo doanimal em escapar, representando, portanto, um comportamento depressivo
(Porsolt et al.,1977).

3) Suspensdo da cauda: - os camundongos foram colocados de cabeca para baixo, cerca de 40

cm acima do chdo, colocando-se fita adesiva a 1 cm da ponta da cauda em uma posi¢ao que nao
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possa escapar ou se segurar nas superficies proximas. Foi considerado como critério de
imobilidade quando o animal permaneceu imovel e seu corpo esteve suspenso verticalmente. O
tempo de imobilidade foi contabilizado nos ultimos 5 minutos do teste (um total de 6 minutos),

descartando-se o primeiro minuto de ambientacdo do animal.

5.5 Imunofluorescéncia para marcador da plasticidade sinaptica (BDNF)

Cortes congelados ou de parafina do hipocampo foram incubados com um tampé&o de
blogqueio (1 x PBS / 5% de soro normal de cabra/ 0,3% Triton X-100) durante 1h. Em seguida,
os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-BDNF durante a noite no tampdo de
diluicdo de anticorpo (1 x PBS / 1% de BSA / 0,3% de Triton X-100) a4 °C. Na sequéncia,
foram incubados com um anticorpo secundario fluorescente (Vector Laboratories) durante 2 h,
e 6-diamidino-2- fenilindole (DAPI, Invitrogen) durante 30 minutos, no escuro, para revelagéo

da reacéo.

5.6 Analise por Imuno-histoquimica dos marcadores de inflamacdo (GFAP, Iba-1,
TNF-a e COX-2) e sobrevivéncia celular (NeuN)

Os cortes em parafina (5 um) do hipocampo e cértex pré-frontal foram incubados em
BSA 1% por 1h e H202 3% por 30 min. Foi feito o pré-tratamento dos cortes com tampéo
citrato a 20 mM, pH 6,0 a 100°C por 30 min. Em seguida, foram incubados com anticorpos
primarios monoclonais ou policlonais, overnight, a 4°C e por 1 h com anticorpo secundario
IgG, conjugado com biotina. A reacdao imunohistoquimica foi amplificada usando o Kit Dako
LSAB+System-HRP ¢ revelada com 3’-3-diaminobenzidina (DAB). A avaliacdo foi
realizada comparando a intensidade da marcacdo entre 0s grupos controle e tratado, com o

programa NIH ImageJ.

5.7 Analise da expressdo proteica de marcadores da inflamagéo (TLR4 e p-p38), da
juncao celular (ZO-1) e sobrevivéncia celular (NeuN).

Os animais foram eutanasiados e 0 hipocampo e o cortex pre- frontal foram rapidamente
removidos e congelados até o uso. As proteinas do homogenato desses tecidos (20 mg) foram
separadas em géis de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio por eletroforese e transferidas

para uma membrana de nitrocelulose (BioRad, CA, USA). Apds bloqueio overnight (5% de
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leite desnatado), as membranas foram incubadas por trés horas com os anticorpos primarios.
Posteriormente foi colocado o anticorpo secundério IgG conjugado com HRP (1:800 ou 1:1600,
Sigma) diluidos em 1% de leite durante 1 h. A anélise densitométrica dos niveis de proteina foi

realizada pelo software NIH ImagelJ.

5.8 Analise estatistica

Os grupos foram comparados pelo teste de variancia de uma via (ANOVA-one way),
seguido por poés-teste de Dunnet, para comparacdes multiplas, utilizando o programa
GraphPad Prism (San Diego, CA, USA). A comparacgéo entre dois grupos experimentais foi
baseada no test t de student. Foram consideradas significativas as diferencas com p < 0,05.

Os dados foram apresentados como a media + desvio-padrao.

6. RESULTADOS

6.1 Analise do peso corporal

O peso corporal dos animais foi acompanhado semanalmente durante todo o periodo
experimental e os resultados estdo presentes nos graficos da Figura 2.

No periodo anterior ao tratamento os grupos que receberam dieta HFD apresentaram
ganho de peso quando comparado ao grupo controle (p < 0,001) (Gréfico A — Figura 2). Apds
o tratamento, o grupo HFD apresentou aumento de peso quando comparado ao grupo controle
(p < 0,001). O tratamento com prebidticos reduziu significativamente o peso dos animais
guando comparado ao grupo HFD (p < 0,05). Por sua vez, o grupo HFD + Fluoxetina nédo

apresentou diferenca significativa quando comparado aos demais (Grafico B — Figura 2).
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Figura 2 - Acompanhamento do peso corporal
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ANOVA: #p < 0,05; **p < 0,001.

6.2 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados antes e apds o periodo de tratamento dos
animais para verificar o efeito dos prebidticos FOS e GOS.

O teste de respingo de sacarose (splash test) foi utilizado para avaliar anedonia, estimulo
relacionado ao autocuidado e comportamento motivacional nos animais. Os graficos A e B
presentes na Figura 3 mostram os resultados desse teste.

A andlise realizada aponta que antes do tratamento com prebi6ticos ou fluoxetina, o
grupo controle apresentou melhor desempenho quando comparado aos demais (p < 0,01)
(Grafico A — Figura 3). Porém, ap0s o tratamento, houve diferenca estatistica significativa entre
o0s grupos controle e HFD (p < 0,01), HFD e HFD + Prebidticos (p < 0,05) e entre 0s animais
dos grupos HFD e HFD + Fluoxetina (p < 0,05) (Gréfico B — Figura 3), o que indica que o
tratamento com prebidticos preveniu o surgimento do comportamento de anedonia.

O teste de suspensdo em cauda foi realizado para avaliar os efeitos antidepressivos nos
animais e os resultados encontram-se nos graficos C e D da Figura 3.

Antes de receberem 0s tratamentos com o0s prebio6ticos ou a fluoxetina, 0s animais
apresentaram maior tempo de imobilidade quando comparado ao grupo controle (p < 0,001)
(Grafico C — Figura 3). No entanto, apds o periodo de tratamento foi possivel perceber que
houve diferenca estatistica entre os grupos HFD e controle (p < 0,05), bem como entre os grupos
HFD e HFD + Fluoxetina (p < 0,001). Os camundongos que receberam o tratamento com FOS

e GOS também demonstraram reducdo do tempo de imobilidade de maneira estatisticamente
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significativa quando comparados ao grupo HFD (p < 0,001), sendo isto interpretado como uma
melhora do comportamento depressivo (Gréfico D — Figura 3).

A partir do teste de nado forcado (Grafico E — Figura 3), que avalia 0 comportamento
do tipo depressivo nos animais, observou-se que houve um aumento do tempo de imobilidade
significativa do grupo HFD quando comparado com o grupo controle (p < 0,01). Por sua vez,
0s prebidticos reduziram o tempo de imobilidade quando comparado aos animais do grupo HFD
(p < 0,0001) e 0 mesmo também foi visto para os animais tratados com o antidepressivo
fluoxetina (p < 0,0001).

Figura 3 - Testes comportamentais
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ANOVA: #p < 0,05; *p < 0,01; **p < 0,001; *** p < 0,0001.

6.3 Perfil bioquimico

Para os trés indicadores bioquimicos avaliados (glicose, triglicerideos e colesterol total),
apresentados na Figura 4, houve diferenca significativa entre os grupos controle e HFD (p <
0,001; p < 0,001; p <0,01, respectivamente).
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Com relacdo aos niveis de glicose, o grupo HFD apresentou diferenca estatistica
comparado ao grupo controle (p < 0,001) e aos animais do grupo HFD + Prebioticos (p < 0,01).
O tratamento com fluoxetina ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo
HFD.

A administracdo dos prebioticos também diminuiu de maneira significativa os niveis
séricos de triglicerideos (p < 0,05) e colesterol total (p < 0,001) quando comparados ao grupo
HFD. Ja os animais que receberam o tratamento com a fluoxetina ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa no perfil lipidico quando comparado ao grupo HFD. Com relacédo aos
niveis de glicose, o grupo HFD apresentou diferenca estatistica comparado ao grupo controle
(p < 0,001) e aos animais do grupo HFD + Prebidticos (p < 0,01). O tratamento com fluoxetina

ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao grupo HFD.

Figura 4 - Avaliacdo dos parametros bioquimicos
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6.4 Imunofluorescéncia e Imuno-histoquimica

Para analisar o efeito da dieta HFD e a possivel acdo dos prebioticos FOS e GOS na
plasticidade sinaptica do cerebro, foi realizada imunofluorescéncia de BDNF na regido do
hipocampo (Figura 5). Os animais do grupo HFD apresentaram uma diminuicdo
estatisticamente significativa da expressao de BDNF quando comparado aos grupos controle (p
<0,01), HFD + Prebidticos (p < 0,01) e HFD + Fluoxetina (p < 0,001). Esses resultados indicam
que o tratamento com FOS e GOS foi capaz de reverter os efeitos negativos provenientes da

dieta HFD sobre a plasticidade sinaptica no hipocampo.

Figura 5 - Imunofluorescéncia de BDNF no hipocampo
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ANOVA: *p <0,01; **p < 0,001.

Através da técnica de imuno-histoquimica foi possivel analisar o efeito dos prebioticos
na expressdo dos marcadores da inflamagdo TNF-a, ciclooxigenase (COX) -2, Iba-1 e GFAP e
do marcador de sobrevivéncia celular Neu-N nas regides do hipocampo e cortex pré-frontal.
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A Figura 6 apresenta os resultados observados para 0 TNF-a no hipocampo. O grupo
HFD apresentou aumento significativo da citocina inflamatéria quando comparado ao grupo
controle (p < 0,0001). A administracdo de FOS e GOS pareceu reverter esse efeito, resultando
na diminuicdo da expressdo de TNF- a quando comparado ao grupo HFD (p < 0,0001).
Resultado semelhante foi obtido entre os animais do grupo HFD e aqueles que foram tratados
com a fluoxetina (p < 0,0001).

A analise da expressédo cerebral da enzima COX-2 foi realizada no hipocampo (Figura
7A) e no cortex pré-frontal (Figura 7B). Os animais que receberam dieta HFD demonstraram
aumento significativo em ambas as regides analisadas quando comparados ao grupo controle
(Gréficos C e D — Figura 7: p < 0,001; p < 0,0001). Os camundongos tratados com FOS e GOS
apresentaram diminuicdo da expressdo de COX-2 tanto no hipocampo (Grafico C — Figura 7: p
< 0,001) quanto no cortex pré-frontal (Grafico D — Figura 7: p < 0,0001) quando comparados
ao grupo HFD. Os animais que receberam a fluoxetina como tratamento também apresentaram
diminuicdo estatisticamente significativa da expressao proteica (Gréaficos C e D — Figura 7: p <
0,001; p < 0,01).

A expressdo da proteina Iba-1, marcador de microglia, no hipocampo e no cortex pré-
frontal esté representada na Figura 8. A imuno-histoquimica para essa molécula demonstrou
que os animais do grupo HFD apresentaram aumento estatisticamente significativo da sua
expressdo quando comparado ao grupo controle tanto no hipocampo como no cortex pré-frontal
(respectivamente, Gréaficos C e D — Figura 8: p < 0,0001). Em contrapartida, o tratamento com
0s prebidticos foi capaz de diminuir a expressdo desse marcador inflamatorio quando
comparado ao grupo HFD (Gréficos C e D — Figura 8: p <0,01; p < 0,001). Resposta semelhante
pode ser visualizada nos animais tratados com a fluoxetina quando comparados aos nao tratados
(Graficos C e D — Figura 8: p < 0,01).

A proteina glial fibrilar acida ou GFAP ¢ utilizada como marcador para identificacdo
histoldgica de astrocitos normais e em situacGes patoldgicas. A Figura 9 mostra os resultados
da imuno-histoquimica para GFAP também no hipocampo e no cértex pré-frontal (Figura 9A e
9B, respectivamente). Foi visto que nas duas regides analisadas a expressdo de GFAP foi
estatisticamente maior no grupo HFD quando comparado ao grupo controle (Graficos Ce D —
Figura 9: p <0,0001). A administracdo de FOS e GOS promoveu uma diminuic¢éo significativa
da expressdo do marcador quando comparado ao grupo HFD (Gréaficos C e D — Figura 9: p <
0,001). O tratamento com a fluoxetina apresentou resultados semelhantes no hipocampo
(Gréfico C —Figura 9: p<0,001) e no cortex pré-frontal (Grafico D — Figura 9: p <0,05) quando

comparados ao grupo néo tratado.
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Como marcador de sobrevivéncia celular, os resultados da imuno-histoquimica para a
proteina NeuN na regido do hipocampo estdo presentes na Figura 10. Foi observado que os
animais do grupo HFD apresentaram diminuicéo significativa da expressdo para NeuN quando
comparados ao grupo controle (p < 0,05). O tratamento com o0s prebidticos aumentou a
expressdo dessa proteina no hipocampo de forma estatisticamente significativa ao comparar
com o grupo HFD (p < 0,05). Os camundongos que receberam a fluoxetina como tratamento
também apresentaram resultado semelhante quando comparados ao grupo néo tratado (p <
0,05).

Figura 6 - Imuno-histoquimica de TNF-o no hipocampo
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Figura 7 - Imuno-histoquimica de COX-2 no hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B)
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Figura 8 - Imuno-histoquimica de Iba-1 no hipocampo (A) e cértex pré-frontal (B)
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Figura 9 - Imuno-histoquimica de GFAP no hipocampo (A) e cortex pré-frontal (B)
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Figura 10 - Imuno-histoquimica de Neu-N no hipocampo
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6.5 Western Blotting

O Western Blotting foi realizado utilizando a regido do hipocampo com o objetivo de
verificar a expressdo de marcadores envolvidos no processo de neuroinflamacdo, como o
receptor Toll-Like 4 (TLR4), a proteina de juncdo zona ocludina (ZO-1), p38 fosforilada (p-
p38) e NeuN.

O TLR4 (Figura 11 — Grafico A) apresentou niveis aumentados nos animais que
receberam dieta HFD quando comparado ao grupo controle (p < 0,0001). J& os animais tratados
com os prebidticos demonstraram diminuicdo significativa da expressdo desse receptor quando
comparado aos animais do grupo HFD (p < 0,01). Resultado similar foi visualizado para o grupo
tratado com a fluoxetina, que resultou em niveis menores da expressdo de TLR4 em
comparagéo ao grupo HFD (p < 0,05).

A proteina de jungdo ZO-1 (Figura 11 — Gréfico B), relacionada com a integridade da
barreira hematoencefalica, apresentou diminuicéo estisticamente significativa no grupo HFD
quando comparado ao grupo controle (p < 0,0001). A administracdo de FOS e GOS parece ser
capaz de reverter esse quadro, aumentando a expressdo da proteina no tecido (p < 0,05). O
tratamento com a fluoxetina também demonstrou aumento significativo quando comparado ao
grupo HFD (p < 0,01).
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Para o marcador NeuN (Figura 11 — Grafico C), os resultados obtidos no Western
Blotting estdo em concordancia com aqueles vistos na imuno-histoquimica. O grupo HFD
demonstrou diminuicdo significativa da proteina quando comparado ao grupo controle (p <
0,05). Nos camudongos tratados com FOS e GOS houve aumento significativo da expressédo de
NeuN em comparagédo ao grupo néo tratado (p <0,05). E 0 mesmo foi observado para os animais
que receberam fluoxetina (p < 0,05).

A proteina p-p38 estd envolvida em uma via de sinalizacdo que contribui para a
producdo e liberacdo de citocinas. O grupo HFD apresentou aumento da expressao de p-p38
estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle (p < 0,0001). Foi observada
uma diminuicdo da expressao proteica nos animais tratados com os prebiéticos (p < 0,0001),

bem como naqueles tratados com a fluoxetina (p < 0,01) (Figura 11 — Grafico D).

Figura 11 - Expressao de proteinas no hipocampo através de Western Blotting
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7. DISCUSSAO

Caracterizada por um estado inflamatorio cronico de baixo grau que se origina
principalmente no tecido adiposo e que envolve a microbiota intestinal, a obesidade é
atualmente considerada ndo apenas um disturbio metabdlico, mas também uma condicao
inflamatéria que afeta os sistemas imunoldgicos inato e adquirido (MCLAUGHLIN et al.,
2017). Esse estado de inflamacdo observado em individuos obesos parece apresentar um
importante papel para o desencadeamento de doencas como a depressdo. 1sso ocorre porque 0
processo inflamatdrio ndo se restringe apenas aos tecidos periféricos, mas € induzido também
em diferentes regides do cérebro, configurando o que se denomina por neuroinflamacéao
(LIZARBE et al., 2019).

O consumo da dieta rica em gordura (high fat diet, HFD) tem sido analisado em modelo
animal e associado ao desenvolvimento de comportamentos do tipo depressivo acompanhado
de alteragéo da microbiota intestinal (HASSAN et al., 2019).

Em recente pesquisa, Seguella e colaboradores (2021) avaliaram o efeito da HFD em
camundongos machos durante um periodo de 20 semanas e identificaram que o0s animais
apresentaram aumento do peso corporal, o qual foi associado aos danos causados na mucosa
duodenal caracterizada pela infiltracdo de células do sistema imune e diminuicdo da expressao
das proteinas de jungdo ZO-1 e ocludina. Somado a isso, 0s autores também relataram que nos
testes comportamentais de suspensdo em cauda e nado forcado houve aumento do tempo de
imobilidade do grupo HFD quando comparado ao grupo que recebeu dieta padréo.

No estudo realizado por Burokas e colaboradores (2017), a administracdo dos
prebidticos FOS e GOS, em monoterapia ou terapia combinada, demonstrou ser capaz de
diminuir o comportamento do tipo depressivo observado também nos testes de nado forcado e
suspensdo em cauda. Além disso, foi visto que a liberacdo de corticosterona foi diminuida nos
camundongos tratados apenas com GOS e com a combinagdo FOS + GOS, o que seria
indicativo de reducdo do estresse e, consequentemente, reducdo de citocinas pro-inflamatorias.
As observagbes comportamentais tambem foram visualizadas por Zhang e colaboradores
(2020) ao administrar FOS em camundongos submetidos a estresse cronico. Os animais que
receberam esse prebidtico apresentaram melhor desempenho nos testes comportamentais. Os
resultados obtidos no presente estudo confirmam os achados nas pesquisas mencionadas,
indicando que os prebidticos FOS e GOS podem ajudar na melhora do comportamento do tipo

depressivo em modelo animal de depressdo comdrbida a obesidade.
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A administracdo dos prebidticos demonstrou, ainda, ser capaz de diminuir o ganho de
peso corporal dos animais. 1sso ocorre, em parte, devido a modulagdo da microbiota intestinal
proveniente do uso desses carboidratos, o que resulta em maior presenca dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium. Estudos mostram que essas alteracdes estdo relacionadas a
melhora da atividade celular entero-enddcrina, a homeostase da glicose e a sensibilidade a
leptina em camundongos obesos (CANI et al., 2009b; EVERARD et al., 2011). Além disso, 0s
prebidticos também desempenham papel na reducdo da ingestdo alimentar por aumentar a
densidade de células que produzem o hormonio supressor do apetite (PYY) (BROOKS et al.,
2016; LIU et al., 2019). Pesquisas que avaliam o efeito dos prebioticos sobre a ingestdo de
alimento em modelos de obesidade demonstram que 0s animais apresentam menor ganho de
peso quando comparados com aqueles que ndo recebem o tratamento com esses carboidratos
(CANI et al., 2009b; WANG et al., 2018).

A andlise dos parametros metabdlicos, glicose, triglicerideos e colesterol total,
apresentou uma reducdo significativa nos animais que receberam o tratamento com o0s
prebidticos, indicando que FOS e GOS podem contribuir para melhoria das vias metabdlicas da
glicose e dos lipidios. Alguns estudos pré-clinicos apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo. Wang e colaboradores (2018) mostraram que animais
alimentados com dieta HFD e posteriormente tratados com o prebiético manano-
oligossacarideo apresentaram aumento da depuracdo de glicose no sangue. Fato que foi
relacionado a diminuicdo dos niveis transcricionais da leptina e adiponectina ap6s a
administracdo do prebiotico. A leptina ajuda a regular o balanco energético ao inibir a fome,
enquanto a adiponectina pode ajudar a regular os niveis de glicose e a oxidacdo de acidos
graxos. Everard e colaboradores (2011) também demonstram em sua pesquisa a atuacdo dos
prebidticos sobre essas vias metabdlicas. Os camundongos obesos tratados com o prebidtico
oligofrutose apresentaram niveis mais baixos de triglicerideos e menor massa de tecido adiposo.
Em outra pesquisa realizada por Respondek e colaboradores (2013), foi relatado o beneficio da
administracdo de FOS de cadeia curta sobre os metabolitos lipidicos no plasma e
adicionalmente sobre a insulinemia em camundongos obesos induzidos por dieta.

As alteracBes da microbiota intestinal presentes em individuos obesos interferem na
permeabilidade da barreira intestinal e, dessa forma, alguns metabdlitos podem chegar até a
circulacdo periférica e ativar respostas imunes. O aumento da producéo e liberagéo de citocinas
e metabdlitos microbianos, por sua vez, podem alterar a permeabilidade da BHE e induzir
neuroinflamacdo. No presente estudo, verificou-se que a zonula ocludina (ZO-1), proteina

componente das juncbes da barreira intestinal, teve sua expressdo diminuida nos animais
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alimentados com dieta HFD, mas tal situacdo pOde ser revertida com a administracdo dos
prebioticos. Ao avaliar alteraces na permeabilidade intestinal de camundongos obesos e
diabéticos, Cani e colaboradores (2009b) verificaram que os camundongos tratados com
oligofrutose apresentaram aumento do mRNA para ocludina e ZO-1 no jejuno. Em uma
pesquisa recente, Zhang e colaboradores (2020) avaliaram que o FOS se mostrou capaz de
reverter as alteracdes da ZO-1 e demais proteinas de juncdo, além de reduzir citocinas pro-
inflamatdrias no colon e no cérebro em modelo animal de depresséo induzido por estresse.

O TLR4 é um receptor que possui um dominio extracelular capaz de reconhecer 0s
metabdlitos bacterianos, como o LPS, e desencadear uma cascata de sinaliza¢do que aumenta a
expressdo de citocinas pro-inflamatdrias (KERI; SZABO; KELEMEN, 2014). Um estudo que
aponta essa relacédo é o de Khan e colaboradores (2018), em que a exposi¢do de camundongos
ao LPS levou a neuroinflamagcdo através do aumento da expressdo de TNF-a, COX-2e IL-1p e
aumentou a sinalizacdo de TLR4 no cortex e no hipocampo quando comparados ao grupo
controle. Mohyuddin e colaboradores (2021) mostraram em sua pesquisa que a administracao
oral de quito-oligossacarideo (COS), um dos derivados da quitosana, na dose de 300-600
mg/kg/dia durante 7 dias em camundongos submetidos a estresse térmico, suprimiu a producao
de TLR4, TNF-a e IL-10 no cdlon.

Recentemente, os efeitos dos inibidores da COX-2 vém sendo examinados para uso em
ensaios clinicos, com resultados sugerindo a diminuicdo de danos cerebrais e morte neuronal.
A hiperatividade enziméatica da COX-2 estimula a producdo de fatores pré-inflamatorios,
desencadeando vias de sinalizacdo que resulta em lesdo cerebral (GLUSHAKOV et al., 2018).
Nesse sentido, os inibidores dessa enzima podem exercer agdes benéficas sobre a
neuroinflamacéo visualizada em situagcdes como a depresséo.

No presente estudo, visualizou-se 0 aumento da expressdo da COX-2 no cértex pré-
frontal e no hipocampo dos animais do grupo HFD. Tal achado reforca resultados semelhantes
vistos em outras pesquisas. Song e colaboradores (2021) observaram a superexpressdo da
enzima no hipocampo, mais especificamente no giro denteado, uma das principais regioes
cerebrais associadas a depressao e outros transtornos psiquiatricos (GULYAEVA, 2018). Por
meio da inibicdo da COX-2 com celecoxib, os pesquisadores verificaram que houve reducéo
dos comportamentos do tipo depressivo nos animais. O efeito antidepressivo da inibicdo da
COX-2 parece ser atribuido a diminuicdo do estresse oxidativo, fator que normalmente
contribui para a neuroinflamagéo e a apoptose.

Vaérios estudos presentes na literatura demonstram como as dietas ricas em gordura

influenciam nos niveis de BDNF, um importante fator de crescimento no SNC e periférico,
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relacionado com o aprendizado e a memoria (AGRIMI et al., 2019; ALKAN et al., 2021;
MCALLAN et al., 2018). As dietas hipercaléricas podem causar inflamagdo neuronal no
hipocampo, reduzindo as concentracfes de BDNF e gerando consequéncias negativas para a
neuroplasticidade e demais funcdes relacionadas a essa neurotrofina. A pesquisa realizada por
Nazar e colaboradores (2021), ressaltou ndo apenas alteracdes na expresséo proteica de BDNF,
mas também a diminuicdo significativa da expressao génica mRNA para NeuN. Esse resultado
sugere que o estresse oxidativo e a inflamacao cronica provenientes da dieta rica em gordura
podem levar a maior morte de neurénios maduros. Os resultados encontrados no presente estudo
confirmam tal relacdo. Burokas e colaboradores (2017) também evidenciaram o aumento da
expressdao génica de BDNF no hipocampo de animais que receberam FOS e GOS em modelo
de depressao induzida por estresse cronico.

Em nosso estudo foi demonstrado um aumento significativo dos marcadores de astrécito
e micréglia, GFAP e Iba-1, respectivamente. Estudos presentes na literatura mostram que na
regido do hipotdlamo em camundongos obesos ocorre astrogliose, uma inflamacdo dos
astrocitos que € visualizada através de alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas. No hipocampo
essas células desempenham papel importante na consolidacdo de informacbes e memoria. A
microglia, por sua vez, sdo células do SNC equivalentes aos macrofagos, e realizam agdes de
defesa por fagocitose e sdo ativadas quando ha lesbes, infeccdes ou doencas neurodegenerativas
(COLONNA; BUTOVSKY, 2017). Ambas as células contribuem criticamente para o processo
inflamatdrio no SNC. Em condi¢6es adversas, a micréglia pode produzir espécies reativas de
oxigénio (EROs), oxido nitrico (NO), proteases e citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p, IL-
6 e TNF-a, que por sua vez, podem induzir apoptose neuronal. E importante ressaltar, porém,
que em niveis fisioldgicos, essas citocinas sdo importantes para a funcéo neuronal, estimulando
a liberacdo de fatores troficos relacionados a neuroplasticidade e reparo, principalmente no
hipocampo (BOWEN; DEMPSEY; VEMUGANTI, 2011).

Em conformidade com tais informagdes, o estudo de Li e colaboradores (2022)
investigou os mecanismos inflamatorios envolvidos na depressdo comdrbida a obesidade
induzida por dieta HFD em animais. Eles identificaram ativacéo dos astrdcitos e da microglia,
aumento da neuroinflamagdo e diminui¢cdo nos niveis de BDNF no hipocampo. Em outra
pesquisa, Yang e colaboradores (2018) demonstraram que a administracdo de Bimuno®
galacto-oligossacarideo (BGOS) por trés semanas em ratos Sprague-Dawley submetidos a
disfuncéo cognitiva pos-operatoria, foi capaz de reduzir a expressdo da microglia ativada no
hipocampo, visualizado a partir do marcador Iba-1. Somado a isso, 0 grupo tratado apresentou

diminuig&o do fendtipo M1 da micrdglia, envolvido com processos inflamatorios.
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Os nossos resultados revelaram aumento da fosforilacdo da proteina p38 nos animais
que receberam dieta HFD, sugerindo que a via de sinalizacdo dessa quinase pode estar
envolvida no processo de neuroinflamacdo, uma vez que se tratam de proteinas que respondem
a situacOes de estresse, presenca de citocinas e EROs. A fosforilacdo da p38 esté associada a
processos de necroptose e autofagia celular (YE, 2011). Outras evidéncias mostraram que a p38
pode desempenhar um papel importante na mediacdo de mudancas comportamentais na
depressdo (BAGANZ et al., 2015; FELGER et al., 2011). O estudo realizado por Xie e
colaboradores (2021) em modelo animal de depresséo induzida por lesdo medular demonstrou
aumento do nivel de p38 fosforilada no hipocampo dos camundongos que apresentaram
comportamento do tipo depressivo.

Os resultados apresentados, em conjunto, indicam que a administracdo dos prebidticos
pode melhorar a barreira intestinal de animais submetidos a dieta hipercaldrica através da
modulacdo da microbiota e, por consequéncia, diminuir processos inflamatorios que possam

alcancar o tecido cerebral.

8. CONCLUSAO

As doencas que acometem o SNC sdo de grande complexidade, o que torna dificil
alcancar métodos terapéuticos farmacoldgicos ou ndo que sejam eficientes em todos 0s
individuos. Dada a importancia da interacdo intestino-cérebro, percebe-se como a microbiota
desempenha papel significativo nos processos inflamatérios presentes nas doencas cronicas,
incluindo as de carater neuropsiquiatricos, como a depressao.

Nos ultimos anos, uma variedade de estudos aponta os prebi6ticos e os seus beneficios
sobre a microbiota intestinal como possibilidades terapéuticas para as mais diversas condicdes.
O presente estudo demonstrou como os prebidticos fruto-oligossacarideo e galacto-
oligossacarideo puderam contribuir para a melhoria do comportamental no modelo de
depressdo comorbida a obesidade induzida por dieta, além de atuaram sobre os parametros
bioquimicos que geralmente encontram-se alterados na obesidade.

A modulagdo da microbiota e a producdo de metabdlitos com capacidade anti-
inflamatdria obtidos a partir desses suplementos alimentares podem ter contribuido para a
diminuicdo da expressdo de marcadores da inflamacao no hipocampo e no cortex pré-frontal,
como a citocina pré-inflamatdria TNF-a, a enzima COX-2 e as proteinas p-p38 e TLR4. FOS
e GOS também foram importantes para aumentar a expressdo de BDNF, neurotrofina envolvida

com a manutencao e sobrevivéncia das células nervosas. O aumento da presenca de Neu-N nos
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animais tratados com os prebidticos fortalecem essa evidéncia. Foi visualizado diminuigéo da
ativagdo dos astrdcitos e da microglia, células que se encontram geralmente hiper expressas em
situacbes patologicas que causam danos no SNC, demonstrando o provavel efeito dos
prebidticos sobre diversas vias para manutencao da fisiologia cerebral.

Sendo assim, conclui-se que os prebidticos apresentam propriedades importantes e que
podem auxiliar no quadro inflamatorio presente na depressao comorbida a obesidade induzida

por dieta hipercaldrica.
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ANEXO A - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
135/2018 (IAM/FIOCRUZ)

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundagao O: Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

INSTITUTIONAL ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE (IACUC)

Letter of IACUC Approval

We certify that the project entiled “ACAO DOS PREBIOTICOS (FRUTO-
OLIGOSSACARIDEOS E GALACTOOLIGOSSACARIDEOS) E SUA
ASSOCIAGAO COM A FLUOXETINA SOBRE AS VIAS DE SINALIZACAO DA
NEUROINFLAMAGAO, COGNICAO E DEPRESSAO EM MODELO ANIMAL
DE OBESIDADE” (IACUC protocol number n° 135/2018), coordinated by
Christina Alves Peixoto follows strictly the ethical principles in animal research
and is in accordance with the Brazilian federal law 11.794/2008. The project was
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) of the
Aggeu Magalh&es Institute/Oswaldo Cruz Foundation and is valid until february
2022. It is the responsibility of the Principal Investigator to notify the IACUC of
any proposed changes regarding the work described within this project. The
Principal Investigator agrees that no such changes will be implemented until
approved by the IACUC/IAM.

Number of animals approved

Species/Strain/Breed Number of
animals/Weight/Age/Sex

Inbred Mouse C57BL6 150 (20 gr/ 8-10 weeks / females)
LDL r-/-
Total 150

Recife (PE, Brazil), February, 06, 2019

Fonte: CEUA/IAM - FIOCRUZ



