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RESUMO

O consumo de dietas hiperlipidicas (HFD) est4d associado com um processo
neuroinflamatério crénico que, por sua vez, induz déficits de memaria e aprendizado.
Neste contexto, 0 eixo microbiota-intestino-cérebro desempenha um papel
fundamental na regulacéo das fungdes cerebrais. O objetivo deste estudo foi avaliar

os efeitos dos prebiodticos FOS e GOS na modulac¢ao da neuroinflamacao e cogni¢céao

em modelo experimental de obesidade induzido por dieta em camundongos machos
C57BL/6. Foram utilizados 45 camundongos machos C57BL/6, com 8-10 semanas,
distribuidos em trés grupos experimentais: controle, HFD, HFD tratado com
Prebiéticos (HFD +Prebidtico) na dose 0,3 g e 0,4 g/ animal/ dia de FOS e GOS
respectivamente. A obesidade foi induzida com uma dieta constituida de 60% de
gordura por 18 semanas e o0s prebidticos foram administrados na agua de beber a
partir da 132 semana de dieta. Nesta semana foram realizados testes cognitivos para
avaliar a memoria de curto prazo (Labirinto T) e aprendizagem e meméria de longo
(Labirinto circular de Barnes). O teste de labirinto T demonstrou que o grupo HFD
apresentou déficit de memadria quando comparado com o grupo controle, por sua vez
o grupo HFD+Prebiodtico apresentou melhora significativa da memoria de curto prazo.
Em relagéo a avaliagéo da aprendizagem no labirinto de Barnes, os animais do grupo
HFD néo apresentaram reducdo da laténcia primaria, entretanto, tais alteracdes foram
revertidas pelo tratamento com FOS e GOS. Apés a realizagdo dos testes
comportamentais, os animais foram eutanasiados, o sangue foi coletado e os cérebros
dissecados para realiza¢do das analises histologicas, bioquimicas e de western blot.
Os animais do grupo HFD + Prebioticos apresentaram reducédo significativa de peso,
glicemia, colesterolemia e trigliceridemia quando comparados ao grupo HFD. A
expressao proteica hipocampal de p-GR(S226), TNF-a, IBA-1, GFAP COX-2, TLR4 e
CASPASE-3 aumentou significativamente no grupo HFD, enquanto os animais
tratados com prebidticos apresentaram reducado estatisticamente significativa desses
marcadores de inflamacéo e apoptose. Além disso, nos animais obesos apresentaram
reducdo da expressao proteica hipocampal de KI-67, BDNF e p-CREB, o que foi
revertido pelo tratamento com FOS e GOS. Em concluséo, o tratamento com os FOS
e GOS melhorou a cognicdo em camundongos obesos, reduziu a neuroinflamacao e

promoveu aumento de marcadores da neurogénese e plasticidade sinaptica.

Palavras-chaves: Cognicdo; Obesidade; Neuroinflamacéo; Prebioticos



ABSTRACT

The consumption of high-fat diets (HFD) is associated with a chronic
neuroinflammatory process that, in turn, induces memory and learning deficits. In this
context, the microbiota-gut-brain axis plays a fundamental role in the regulation of brain
functions. The study aimed to evaluate the effects of FOS and GOS prebiotics on the
modulation of neuroinflammation and cognition in an experimental model of diet-
induced obesity in male C57BL / 6 mice. 45 male C57BL / 6 mice, aged 8-10 weeks,
were distributed in three experimental groups: Control, HFD and HFD treated with
Prebiotics (HFD + Prebiotics) in the dose 0.3 g and 0.4 g / animal/day of FOS and GOS
respectively. Obesity was induced with a proven 60% fat diet for 18 weeks. The
prebiotics were administered in drinking water from the 13th week of the diet. This
week cognitive tests were performed to assess short-term memory (Labyrinth T) and
learning and long-term memory (Barnes circular labyrinth). The labyrinth test that the
HFD group has memory deficit when compared to the control group, in turn, the HFD
+ Prebiotic group improves short-term memory improvement. Regarding the
assessment of learning in the Barnes maze, the animals in the HFD group did not
reduce the primary latency, however, such changes were reversed by treatment with
FOS and GOS. After conducting the behavioral tests, the animals were euthanized,
the blood was collected and the brains dissected for histological, biochemical, and
western blot analysis. The animals in the HFD + Prebiotics group reduced weight
reduction, glycemia, cholesterolemia, and triglyceridemia when compared to the HFD
group. The hippocampal expression of p-GR(S226), TNF-a, IBA-1, GFAP COX-2,
TLR4, and CASPASE-3 increased in the HFD group, while the animals treated with
wasted prebiotics reduced statistically separate from these markers of inflammation
and apoptosis. Also, in obese animals reduced hippocampal expression of KI-67,
BDNF, and p-CREB, which was reversed by treatment with FOS and GOS. In
conclusion, treatment with FOS and GOS improved cognition in obese mice, reduced
neuroinflammation, and promoted an increase in neurogenesis and synaptic plasticity

markers.

Keywords: Cognition; Obesity; Neuroinflammation; Prebiotics
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma desordem metabdlica considerada epidémica. Em 2016,
mais de 1,9 bilhdo de adultos acima de 18 anos apresentavam sobrepeso e 650
milhdes eram obesos (WHO, 2017). No Brasil, 22 milhdes de pessoas sdo obesas e
60 milhdes apresentaram sobrepeso em 2010 (IBGE, 2010). Entre as comorbidades
relacionadas com a obesidade se destacam a diabetes tipo 2, doengas coronarianas,
cancer e aumento do risco de morte prematura (PREISS; BRENNAN; CLARKE, 2013).

Além dos fatores genéticos, o consumo de dieta rica em &acidos graxos
saturados e pobre em fibras contribui para o desenvolvimento da obesidade (MOYER
et al., 2016). Por sua vez, a obesidade encontra-se diretamente associada com um
estado de inflamacédo crbnica nos tecidos periféricos e na circulacdo sanguinea
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). O aumento de marcadores inflamatérios como
TNF-a, IL-6 e IL-1B tém sido observados em pacientes obesos e em modelos
experimentais de obesidade (SELLBOM; GUNSTAD, 2012). Adicionalmente, estudos
demonstram uma relacdo direta entre o aumento de citocinas pré-inflamatérias com a
resisténcia a insulina, hiperlipidemia e hiperglicemia. Em contraposicao, individuos
saudaveis produzem citocinas anti-inflamatérias como adiponectina que aumentam a
sensibilidade a insulina e protegem contra o desenvolvimento de diabetes tipo 2 e
doencas cardiovasculares (SCHACHTER et al., 2018).

A neuroinflamacédo induzida pela obesidade esta por sua vez, associada a
alteracdes cognitivas (JOHNSON et al., 2016), e ao surgimento de sintomas
depressivos (GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLI, 2017). Niveis aumentados de IFN,
TNF-a e IL-6 levam a ativacdo excessiva do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA)
culminando com a producéo de elevados niveis de glicocorticoides (HARRISON et al.,
2009). Além disso, a producdo excessiva dessas citocinas pro-inflamatérias pode
induzir alteracdes no metabolismo do triptofano através da ativacdo da enzima
Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), levando a producédo de catabdlitos do triptofano
(TRYCATS) que por sua vez, apresentam acao neurotdoxica (CHAVES FILHO et al.,
2018).

A microbiota intestinal contribui para a regulagdo do eixo intestino-cérebro e
para a manutencdo da saude, enquanto sua alteracéo (disbiose) devido a fatores de
estilo de vida (dietas ndo saudaveis, estresse) esta relacionada a obesidade e suas
consequéncias adversas sobre humor e cognicdo (WANG; WANG, 2016). Cré-se que
um padrao alimentar saudavel (por exemplo, rico em fibras, vegetais, etc) aumenta a

diversidade da microbiota intestinal e, desse modo, contribui para a integridade
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epitelial do intestino, homeostase imunitéria e fungdo normal do cérebro através do

eixo do intestino-cérebro. Por outro lado, os padrdes alimentares ocidentais (ricos em
acucares simples e gorduras saturadas) parecem reduzir a diversidade microbiana,
promover a inflamacgdo e contribuir para a sindrome do intestino permeavel; isso
facilita a translocagcdo de componentes de bactérias Gram-negativas, o que aumenta
o perfil inflamatorio periférico e produz neuroinflamacéo e alteracées no SNC (AGUSTI
et al., 2018).

Individuos obesos, bem como modelos experimentais de obesidade (high fat
diet — HFD), apresentam alteragbes na composicdo da microbiota intestinal com
aumento da relacdo Firmicutes/Bacteroidetes (SCHACHTER et al.,, 2018),
favorecendo, portanto, o crescimento de bactérias patogénicas e tornando mais facil
a passagem de toxinas bacterianas como o Lipopolissacarideo (LPS) paraa
circulacdo (MOREIRA et al., 2012). O LPS através da ativacao de receptores Toll- like
4 (TLR4) induz um aumento de expressao de citocinas pro-inflamatoérias no hipocampo
e no hipotalamo (YEOP HAN et al., 2010). Portanto, a obesidade e a disbiose podem
estar relacionadas a danos cognitivos e alteragdes de humor.

Os prebidticos sdo definidos como substancias que induzem alteracfes na
composicdo da microbiota gastrointestinal conferindo efeitos benéficos
(ROBERFROID et al., 2010). Nesse contexto, prebiéticos podem promover efeitos
positivos na prevencdo e/ou tratamento da obesidade e suas comorbidades.
Frutooligossacarideos (FOS) e Galactooligossacarideos (GOS) séo fibras soltveis
usadas como prebidticos que séo tradicionalmente associadas com a estimulacao de
bactérias benéficas como as bifidobactérias e lactobacilos, entre outros. Além de
efeitos ansioliticos e de regulacdo imune neural, os FOS e GOS podem induzir o
aumento do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e de receptores de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDAR) regulando, portanto, a neuroplasticidade
sinaptica (SAVIGNAC et al., 2013). Baseado nisso, 0s prebidticos apresentam um
grande potencial de serem wusados em doencas neuropsiquiatricas e

neurodegenerativas por meio de modulacao da microbiota.



13

2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos  prebidticos  (fruto-oligossacarideos e
galactooligossacarideos) na modulacdo da neuroinflamacdo e cognicdo em modelo
experimental de obesidade induzido por dieta em camundongos C57BL/6 selvagem

adultos.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar a agdo dos prebidticos sobre o metabolismo lipidico no soro.

2.2.2. Caracterizar os efeitos dos prebiéticos na formacao da aprendizagem e
memoria espacial.

2.2.3. Investigar a via de sinalizacdo da inflamacao hipocampal apés tratamento
com prebioticos.

2.2.4. Analisar a expressao de marcadores da plasticidade sinaptica e

inflamacado no hipocampo e cértex pré-frontal.
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3. JUSTIFICATIVA

A prevaléncia da obesidade aumentou em todo o mundo nas Ultimas décadas,
principalmente devido a dietas hipercaldricas e estilos de vida sedentarios (Burokas
et al. 2018). A Organizacdo Mundial de Saude estima que 39% da populacdo adulta
humana esta acima do peso e 13% € obesa (WHO, 2016). A obesidade ndo esta
associada apenas a doencas importantes, como diabetes mellitus tipo 2, doencas
cardiovasculares, doenca renal cronica e cancer, mas também reduz a longevidade e
a qualidade de vida (ALBERTI et al.,, 2009).. Nesse contexto, varios estudos
demonstram que existem evidéncias diretas relacionando o consumo de dietas
hiperlipidicas (HFD) com déficits na memoéria/aprendizado dependentes do hipocampo
e estados de humor (RAJAN; MENON, 2017)..

Possivelmente, essa relagdo direta entre consumo alimentar e alteragdes no
sistema nervoso esteja relacionado ao aumento da inflamag&o cronica, causando
neuroinflamacédo. Evidéncias crescentes sugerem que 0 eixo microbiota-intestino-
cérebro desempenha um papel fundamental na regulacdo das funcdes cerebrais,
particularmente no processamento emocional e no comportamento. De fato, a
microbiota desempenha um papel importante no neurodesenvolvimento, levando a
alteracdes na expressdo génica em regides criticas do cérebro. Sendo assim, a
utilizacéo de prebiodticos vem produzindo resultados importantes em modelos animais
de depressédo. Entretanto, ainda é pouco explorada a relacao entre 0 consumo cronico
com dieta HFD e a utilizacdo de prebidticos na prevencdo e/ou tratamento da

neuroinflamacéo e cognicao.
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4. REFERENCIAL TEORICO
4.1 OBESIDADE: DEFINICAO, COMORBIDADES E NEUROINFLAMACAO

Doencas nao transmissiveis (DNTS), tais como cancer, asma e diabetes, sdo
responsaveis por mais de 70% das mortes precoces em todo mundo. Dentre elas,
esta a obesidade que leva a uma diminui¢cao de 5 a 20 anos de vida (WHO, 2017). A
Organizacao Mundial da Saude (OMS) define obesidade e sobrepeso como sendo um
acumulo excessivo de gordura, que pode levar ao comprometimento da saude fisica
e psicossocial (WHO, 2019). Porém esta definicdo simples ndo abrange o fenétipo
etiologicamente complexo da obesidade (HRUBY; HU, 2015).

Segundo a OMS, individuos adultos com o indice de Massa Corporal (IMC)
maior ou igual a 30 kg/m? sdo considerados obesos enquanto aqueles entre 25-30
kg/m? sdo classificados com sobrepesos. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos
acima de 18 anos apresentavam sobrepeso e 650 milhdes eram obesos (WHO, 2016).
De 2006 até 2019, houve um aumento de 67,8% na prevaléncia da obesidade no Brasil
e chegando a ser de 84% entre adultos de 25 a 34 anos (BRASIL, 2019). Se as
estatisticas permanecerem como previsto, calcula-se que, em 2030, 38% individuos
adultos em todo mundo estejam acima do peso e outros 20% sejam obesos (ALBERTI
et al., 2009).

A obesidade € capaz de predispor o aparecimento de comorbidades tais como
complicagBes respiratorias (PETERS et al., 2018; XANTHOPOULOS; TAPIA, 2017),
hipertensdo e outras doencas cardiovasculares (CSIGE et al., 2018; PICHE et al.,
2018), diabetes mellitus tipo 1l (AL-GOBLAN; AL-ALFI; KHAN, 2014), céancer
(IYENGAR et al., 2016) e desordens psiquiatricas (RAJAN; MENON, 2017).

O principal fundamento para o desenvolvimento da obesidade € desbalanco da
quantidade excessiva de calorias consumidas e sua baixa utilizacdo (BLUHER, 2019).
Fatores intrinsecos, como o genotipo do individuo, e fatores extrinsecos, como a dieta
principalmente, podem levar ou contribuir para o desenvolvimento da obesidade.
Diversos estudos clinicos e pré-clinicos identificaram formas monogénicas da
obesidade. Hoje, evidencia-se que a obesidade pode ser desencadeada também por
causas poligénicas (HINNEY; VOGEL; HEBEBRAND, 2010).
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Um dos exemplos de alteracbes genéticas que levam a obesidade sao
modificacdes da expressao da leptina, horménio responsavel pelo controle do apetite
(ZHANG et al., 1994), onde mutacdes neste gene (LEP) (WASIM et al., 2016) bem
como do seu receptor (LEPR) (GHALANDARI; HOSSEINI-ESFAHANI; MIRMIRAN,
2015) estdo diretamente relacionadas ao desenvolvimento de obesidade grave.
Existem outros que, quando desregulados, interferem no sistema regulatério do
apetite tais como pro-opiomelanocortina (POMC), Receptor de melanocortina 4
(MC4R), Carboxipeptidase (CPE) e Receptor Neurotrofico de Tirosina Quinase Tipo 2
e Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), além dos fatores epigenéticos
(THAKER, 2017).

Além disso, varios fatores extrinsecos (ambiental e social) podem influenciar
no balangco energético positivo como alimentagcdo emocional (FRAYN; LIVSHITS;
KNAUPER, 2018), falta de sono (CHAPUT; DUTIL, 2016), medicamento (SCHWARTZ
et al., 2004), estresse (RAZZOLI et al., 2017) e alimentagdo rica em gordura (MOYER
et al., 2016). O aumento do consumo da dieta ocidental (rica em gordura saturada, e
pobre em fibras) também é capaz levar ao desenvolvimento de outras morbidades
como doencas cardiovasculares (DEHGHAN et al.,, 2017), diabetes tipo |l
(HEYDEMANN, 2016) e disturbios cognitivos (GREENWOOD; WINOCUR, 2005).

O tecido adiposo é um dos alvos fundamentais dos estudos sobre obesidades
principalmente pela compreensédo da funcao deste tecido nas ultimas décadas. Ele se
localiza em vérias regides anatémicas e pode ser dividido e subcutaneo, visceral e
alguns depdsitos especializados como nos linfonodos. Além disso, o tecido adiposo
apresenta dois citotipos: o tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo branco
(TAB). O TAM é principalmente encontrado em recém-nascidos e em mamiferos
hibernantes e sua funcdo é promover a manutencdo da temperatura corporal
(Junqueira., 2017). Atualmente j4 se sabe que o TAB ndo é apenas um tecido de
armazenamento energético e protetor mecéanico, mas importante regulador de varios
processos fisioldgicos e metabdlicos (KERSHAW; FLIER, 2004; FAIN, 2010).

Além disso, o TAB secreta alguns hormonios especificos denominados de
adipocinas, que apresentam funcdes metabolicas e de regulacdo imune (OUCHI et
al., 2011). A partir disso, a obesidade ndo é somente uma doenga metabolica, mas

pode ser considerada uma doenca inflamatoria cronica de baixo grau (DE JONG et
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al., 2014; TRAYHURN; WOOD, 2004). Embora n&o se saiba precisamente o gatilho
da obesidade que dispara o processo inflamatorio, a deposicao excessiva de acidos
graxos leva a hipertrofia do TAB causando uma série de eventos que culminam em

um estado proé-inflamatério.

A hipOxia e o estresse oxidativo no TAB parecem desencadear uma maior
expressdo de genes pro-inflamatorias como de Fator de Necrose Tumoral (TNF-a),
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina 1 beta (IL-1B), e Proteina C Reativa (PCR) (LEE et
al., 2014). Além do proprio tecido influenciar a resposta imunolégica, acidos graxos
também podem regular a secrecdo de varias citocinas em células T(STENTZ;
KITABCHI, 2006).

O recrutamento de macréfagos para o TAB, tanto em animais como em
humanos obesos, que contribui para o aumento do estado inflamatério sistémico
(ROSENBAUM et al., 2008; ROSS et al., 2003). No tecido adiposo, se observa que 0s
macrofagos mudam seu fenétipo M2 para M1, que € um perfil mais pro-inflamatorio,
secretando mais TNF-a durante a obesidade (LUMENG et al., 2007).
Consequentemente, a soma de todos esses fatores resulta, ainda, em diminuicdo de
adipocinas anti-inflamatérias produzidas pelo tecido adiposo branco como a
adiponectina, importante adipocina que desenvolve um papel anorexigeno e anti-
inflamatério (PYRZAK et al., 2010), o que contribui para a manutengéo deste estado

inflamatorio.

De forma alarmante, esta condicao inflamatéria da obesidade esta relacionada
com aparecimento de varias comorbidades que diminuem a qualidade de vida e
pioram o0 prognostico dos pacientes obesos. O aumento das citocinas pré-
inflamatdrias ja citadas anteriormente, levam ao desenvolvimento de diabetes tipo 2,
cancer e doencas cardiovasculares (AL-GOBLAN; AL-ALFI; KHAN, 2014; CSIGE et
al., 2018; IYENGAR et al., 2016). O TNF-a é capaz de interferir na sinalizacao da
insulina, levando a resisténcia a insulina e por consequéncia, a diabetes tipo 2
(FERNANDEZ-REAL; RICART, 2003; RUAN; LODISH, 2003). Ele também é capaz de
agilizar o processo de aterosclerose por aumentar a expressao de moléculas de
adesdao do endotélio (ANTUNA-PUENTE et al., 2008).
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A IL-6 por sua vez também pode ser produzida no tecido adiposo branco e esta
relacionado como a resisténcia insulinica mediante a diminuicdo da producdo de
adiponectina e dos seus receptores (FANTUZZI, 2005). Ela ainda é capaz de estimular
o crescimento de neoplasias. Por exemplo, foi relatado que a IL-6 é pode promover a
ativacdo do receptor de androgénio e levar a sobrevivéncia e proliferacdo do tumor
maligno de prostata (TINDALL; LONERGAN, 2011). Além disso, a IL-6 aumenta a
producéo da PCR no figado, agravando ainda mais o estado inflamatdério da obesidade
(MEMOLI et al., 2007).

Além da obesidade levar a um processo inflamatorio periférico, ela é capaz de
influenciar esse mesmo estado no SNC. As citocinas pro-inflamatorias periféricas séo
capazes de atravessar 0 cérebro mediante a barreira hematoencefalica (BHE) ao
redor do hipotdlamo mediobasal, onde normalmente se encontram receptores para
esses mediadores inflamatérios (CAIl; LIU, 2012), além de estimular o0 NF-kB no
hipotdlamo (ARAUJO et al., 2005). Esse processo contribui para uma maior
permeabilidade da BHE, intensificando ainda mais a entrada de citocinas e células
inflamatorias (LU et al., 2009). No tecido cerebral, as citocinas pré-inflamatorias
estimulam vias neuroenddcrinas (como o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal - HPA),
desequilibram a funcdo e o metabolismo de neurotransmissores e modifica a
plasticidade neural (CAPURON; MILLER, 2011).

O aumento de citocinas pro-inflamatérias em animais obesos ou alimentados
com uma dieta hiperlipidicas pode, ainda, acentuar a producdo de mediadores
inflamatorios pelas células glias, principalmente pela micréglia. Estas células sdo
macréfagos residentes do cérebro cuja principal funcdo € a defesa imunitaria. Em
condi¢cbes normais, a ativacao microglial promove a acéo protetora do seu ambiente
circundante (NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005), a poda sinaptica
(STEVENS et al., 2007) e o recrutamento de mondcitos circulantes no sangue para
auxiliar a conter o dano tecidual e a inflamacé&o local (GU et al., 2014). No entanto, a
ativacao cronica ou ndo regulada da micréglia pode ser deletéria (TREMBLAY et al.,
2011).

Por fim, 0 excesso de citocinas pré-inflamatérias podem estimular a sintese da

IDO em células do sistema imune como macréfagos e células dendriticas, alterando
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significativamente a biossintese das monoaminas (por exemplo, serotonina,
dopamina) as quais estdo envolvidas com o humor e na funcao cognitiva (XU et al.,
2015). Além disso, a superexpressdao da IDO desvia o triptofano (Try) da via
biossintética da serotonina para a producdo de outros catabdlitos do triptofano
(denominados de TRYCATS) que possuem propriedades neuroativas relacionadas
com sintomas depressivos(RAISON et al., 2010). A figura 1 esquematiza os principais

destinos do triptofano no cérebro.

Figura 1. Biossintese do Triptofano
IDO/TDOV \tH*
AADC

N-formylkynurenine 5-HTP —— Serotonin
5-HT
Formamidase MAO/Aldehyde AA-NAT
Dehydrogenase
i KAT LIL1I
Kynureninase 25
g / KMO* \ HIOMT
il

KAT L1111
Kynureninase

Xanthurenic acid

3-hydroxyanthranilicacid

3-HAO
QPRT NMNAT

Nota: A depender da necessidade do organismo e do estado inflamatério este
aminoacido pode seguir para sintese de serotonina que posteriormente pode ser
metabolizada em melatonina. No entanto, uma vez que a IDO esteja superexpressa,
o Try pode ser convertido em catabdlitos, sendo alguns com efeitos neurotoxicos. IDO:
indoleamina 2,3-dioxigenase; TDO: triptofano 2,3-dioxigenase; KAT: quinurenina
aminotransferase; KMO: quinurenina  3-monooxigenase;  3-OH-KYN:  3-
hidroxiquinurenina, 3-HAO: 3-acido hidroxiantranilicooxigenase,; QPRT:
fosfolibosiltransferase de quinolinato; NaMN: mononucleotideo de
nicotinamida;NMNAT: nicotinamida mononucleotidicaadeniltransferase;
NAD:Nicotinamida adenina dinucleoétido; 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)

O 3-hidroxiquinurenina e &cido quinolinico sédo dois exemplos de exemplos de

TRYCATSs que, quando em excesso, podem levar a morte de neurénios, como
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observado em estudos de doencgas neuropsiquiatricos ou neurodegenerativos (GULAJ
et al., 2010; STONE et al., 2012). Interessantemente, GIBNEY et al., (2013) relataram
gue o processo neuroinflamatorio foi capaz de induzir uma reducdo do BDNF, um
aumento da expressao da IDO e a uma ativagao microglial desregulada no hipocampo
de camundongos. Em conjunto, esses resultados apontam para um papel central da
ativacado da IDO, particularmente no hipocampo, na mediacdo do humor induzido por

citocinas e alteracdes cognitivas.

Outro componente que conecta tanto obesidade quanto a neuroinflamacéao pela
via da IDO é o Lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede de bactérias gram
negativas (CANI et al., 2007). A ingestdo excessiva de uma dieta rica em gordura &
capaz de elevar niveis sanguineos de LPS e, ja se foi relatado, que individuos obesos
tém maiores concentracdo de lipopolissacarideo do que aqueles que sao magros
(TRASEID et al., 2013). Este aumento contribui para o estado inflamatorio crénico da
obesidade, o qual pode promover uma maior expressao da IDO e, por consequéncia,
de um aumento na quantidade de TRYCATs (ANDRE et al., 2014; DINEL et al., 2014).
Logo, é de se esperar que a presenca sistémica de LPS seja responsavel pela
deficiéncia cognitiva em animais e humanos (DENG et al., 2012; GRIGOLEIT et al.,
2012; ZHU et al., 2014).

Todas essas modificacbes estdo relacionadas a um amplo numero de
variacbes comportamentais conhecida como comportamento da doenca (sickness
behavior), o qual se manifesta por alguns sintomas tais como letargia, humor
deprimido, exploracdo social reduzida, perda de apetite, sonoléncia e até mesmo
distarbios cognitivos leves como perda de meméria (DANTZER et al., 2008). No caso
de uma ativacdo inflamatéria crébnica como aquela observada na obesidade, o
comportamento da doenca pode progredir para sintomas neuropsiquiatricos como
transtorno depressivo maior (TDM) e déficits cognitivos. Se entende por declinio
cognitivo a deterioragdo no funcionamento da cognicdo marcado por uma grande
dificuldade da memoria, aprendizagem, linguagem e outras faculdades cognitivas
(DAVIGLUS et al., 2010).

Baseado nesse entendimento, as concentracdes elevadas de PCR e IL-6

presentes na obesidade estéo relacionadas com o aparecimento de sintomas
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depressivos em alguns individuos obesos (DIXON et al., 2008). DALY et al, (2013)
relataram uma ligacdo os niveis de PCR e a performance reduzida em testes
cognitivos em mulheres obesas. Em outros estudos na literatura, tanto em animais
quanto em humanos, mostram que o aumento de citocina pré-inflamatéria induzido
pela obesidade, como IL-6, IL-IB, PCR e TNF-q, esta relacionado a danos cognitivos
e que podem levar a evolucédo de sintomas neuropsiquiatricos (MILLER; SPENCER,
2014; SARTORI et al., 2012; SPYRIDAKI; AVGOUSTINAKI; MARGIORIS, 2016).

4.2. MICROBIOTA, OBESIDADE E NEUROINFLAMACAO

Os seres humanos abrigam milhdes de populacdes de microrganismos tanto
nas superficies corporais quando nas cavidades com ou sem contato meio externo.
Essa relacdo entre homem-microrganismo confere beneficios a ambos e,
ecologicamente, é classificada como simbiose (MARTIN; SCHWAB, 2012). O trato
respiratorio, gastrointestinal e genital & colonizados por uma diversidade de
comunidade microbiana, que possui funcdes e organizacbes especializadas
(LOZUPONE et al., 2012). O termo preferencialmente usado para denominar essas
comunidades é “Microbiota” ja que a expressao “flora” ou “microflora” remete a uma

classificacdo absoluta para bactérias e plantas (PACE, 2009)

A microbiota intestinal adulta é constituida por mais de 100 trilhdes de
microbios, sendo a maioria delas pertencentes ao dominio das bactérias, colonizando
principalmente o célon (101! - 10*2 células / ml) (BERMON et al., 2015).0 intestino é
considerado a melhor parte do trato gastrointestinal para o desenvolvimento das
espécies microbianas tendo em vista que no estdbmago e intestino delgado
apresentam fatores que inibem o crescimento desses organisSmos como O Suco
gastrico e os sais biliares (F. GUARNER, 2007). Estima-se que a microbiota intestinal
humana seja constituida por, pelo menos, 1000 diferentes espécies bacterianas ja
conhecidas, que codificam mais de 3 milhdes de genes, 100 vezes mais genes que 0
nosso préprio genoma (BERMON et al., 2015; LEY et al., 2006a).

Por meio de estudos moleculares ja se sabe que 0s principais taxons sao
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinomycetes que correspondem a 64%,
23%, 8% e 3% da microbiota intestinal de humanos e camundongos, respectivamente.

Como ja mostrado, mais de 90% dos taxons bacterianos estédo dentro de dois grandes
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filos: Bacteroidetes e Firmicutes (LEY et al.,, 2006b; ZUPANCIC et al., 2012). Os
demais que foram descobertos em amostras fecais do intestino humano pertencem
filogeneticamente ao filo Archea (por exemplo Methanobrevibactersmithii)
(ARUMUGAM et al., 2011). Ha organismos eucariotos como os fungos e até mesmo
0s virus, o que constitui e proporciona uma microbiota bastante diversificada (QIN et
al., 2010). A mudanca desta composicéo esta relacionada com alteracdo da funcéo
microbiana, que pode levar ao desenvolvimento de varias doencas como sera

mostrado mais adiante.

Por ser uma relacdo simbidtica, os micrébios se hospedam e recebem
constantemente um suprimento de agua e nutrientes e, em troca disso, o ser humano
adquire varios beneficios a satide (BACKHED et al., 2005). Esses beneficios, por
exemplo, ndo sao evidenciados em camundongos livres de micrébios, amplamente
conhecidos como germ-free, os quais apresentam necessidades fisiol6gicas e
estruturas anatbmicas diferentes quando comparadas com animais normais, como
maior necessidade nutricional, peso de alguns o6rgaos diferente (coracdo, por
exemplo), menor espessura da parede intestinal, menor niumero de linfonodos, entre
outras (BAMOLA et al., 2017; WOSTMANN, 1981). Mediante aos estudos com esses
animais, foi constatado que os beneficios fornecidos estdo agregados em trés

divisbes, como func¢des metabdlicas, protetoras e troficas.

A microbiota intestinal é capaz de ajudar na metabolizacdo de componentes
ndo digeriveis como alguns polissacarideos. No intestino distal, os microrganismos
conseguem fermentar esses carboidratos em etanol, gases (como Hz, CO2, CHa4) e,
principalmente, em acidos graxos de cadeia curta (também conhecidos como Short
Chain Fatty Acids - SCFA) (MILLER; WOLIN, 1996; MORRISON; PRESTON, 2016;
RIOS-COVIAN et al., 2016)

Os principais SCFA séo o acetato (apresentando 2 carbonos), propionato (3
carbonos) e butirato (4 carbonos) que além de serem metabolizados pelo préprio
colonécito exercem efeitos metabdlicos importantes no organismo (BLOEMEN et al.,
2009). Esses acidos graxos sao capazes de controlar o metabolismo hepatico de
lipideos e da glicose (DEN BESTEN et al., 2015; NISHINA; FREEDLAND, 1990) bem
como de diminuir os niveis de insulina por meio do Receptor de Acidos Graxos Livres
2 (ou Free fatty acid receptor 2 - FFAR2) (MCNELIS et al., 2015; TANG et al., 2015).
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Os SCFA também podem exercer efeitos neuroendocrinos ajudando a controlar
0 apetite e o consumo (BYRNE et al., 2015; CHAMBERS; MORRISON; FROST,
2015). Por fim, ja se sabe gque eles conseguem regular o sistema imune e a resposta
inflamatoria de diversas maneiras como a inibicdo da ativacdo do NF-kB e da
desacetilacdo das histonas (HDAc) (ARPAIA et al., 2013; LUHRS et al., 2002).

A relagdo da microbiota na imunidade estd bem esclarecida e possui vias
importantes nessa sinalizacdo. Além do SCFA comentado anteriormente, a microbiota
impede a invasdo de muitos agentes patogénicos como o Clostridium difficile
(HOOPER; MACPHERSON, 2010; LAWLEY etal., 2009). Isso pode ser explicado pela
disputa da regido da borda em escova no intestino e pela oferta de nutrientes que é
fornecida aos microrganismos. Bactérias também podem produzir substancias
antimicrobianas que impedem o crescimento de outros micrébios, como a bacteriocina
(DOBSON et al., 2012).

Por fim, a microbiota intestinal € capaz de desempenhar um papel importante
na proliferacdo de células epiteliais intestinais visto que em camundongos germ- free
as criptas intestinais sdo menores e apresentam menos células-tronco em relacéo aos
animais normais (SOMMER et al.,, 2015; VON FRIELING et al.,, 2018). Os
microrganismos podem promover a regulacdo do desenvolvimento das células
imunolégicas T CD4+ a produzirem um perfil de citocinas Th17 nos foliculos linféides
intestinais (IVANQV et al., 2008, 2009). Além disso, os 6rgédos linféides dos animais
germ-free sdo pouco desenvolvidos e isso 0s torna mais suscetivel a infec¢des
(FIEBIGER; BERESWILL; HEIMESAAT, 2016; INAGAKI et al., 1996; KENNEDY;
KING; BALDRIDGE, 2018). Sucessivamente, metabdlitos oriundos da microbiota,
como os SCFA, ativam células neuroenddcrinas intestinais que produzem o peptideo
1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e o peptideo YY (PYY) envolvidos no controle do
apetite (DE SILVA; BLOOM, 2012; ROOKS; GARRETT, 2016).

A microbiota intestinal pode influenciar na homeostase de outras regides além
do intestino, como no SNC e ja ha varias evidéncias de que ela pode modificar as
fungdes cerebrais. O eixo intestino - cérebro € uma via de comunicacao bidirecional
bastante complexa entre esses dois 6rgaos que envolve varios intermediarios como
horménios, citocinas imunolégicas e, até mesmo, sinais neurais (RHEE;
POTHOULAKIS; MAYER, 2009). Esse eixo € composto por fibras e neurdnios do
Sistema Nervoso Autbnomo (SNA), pelo Eixo HPA e a Microbiota intestinal. O nervo

vago € o mediador entre as ine rvacgdes extrinsecas do intestino e o cérebro e, além
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disto, ele encaminha fibras parassimpéticas para o trato gastrointestinal (BROWNING;

TRAVAGLI, 2014; FOSTER; RINAMAN; CRYAN, 2017). O eixo HPA é bastante
importante porque prepara fisiologicamente o organismo para uma situacdo de
estresse. Entre vérias funcbes, ele consegue influenciar a funcdo do trato
gastrointestinal, afetando a permeabilidade e inflamacéo intestinal (CZIMMER,;
MILLION; TACHE, 2006; ZHENG et al., 2013). No entanto, ativacio excessiva deste
eixo esta relacionada a perturbacao da microbiota (DE WEERTH, 2017) e alteracdes
cerebrais (JACOBSON, 2014).

A microbiota, por sua vez, consegue auxiliar na regulacdo do eixo cérebro -
intestino através do controle de citocinas inflamatérias (DESBONNET et al., 2008),
sensibilizacdo do nervo vago (BRAVO et al., 2011) e, como ja foi citado, através da
producdo ou regulacdo de compostos neuroendécrinos (BUROKAS et al., 2017).
Consequentemente, modificacdo da sinalizacdo deste eixo esta ligada a doencas
metabolicas (DE LARTIGUE; DE LA SERRE; RAYBOULD, 2011; GRASSET et al.,
2017) bem como transtornos neuropsiquiatricos (CRYAN; O’'MAHONY, 2011;
GRENHAM et al., 2011).

Disbiose é definida amplamente como uma modificacdo na estrutura das
comunidades microbianas residentes, que € acompanhada por menor diversidade
microbiana e aumento de microrganismos patogénicos em relacdo a microbiota de
individuos saudaveis (PETERSEN; ROUND, 2014). Diversos estudos evidenciaram
modificacdes da estrutura da microbiota tanto de humanos como de camundongos
com doencas inflamatorias intestinais, como a colite ulcerativa (AAS; GESSERT;
BAKKEN, 2003), diabetes (KARLSSON et al., 2013), asma (ABRAHAMSSON et al.,
2014) e doencas neuropsiquiatricas como o autismo (GROCHOWSKA; WOJNAR,;
RADKOWSKI, 2018).

Ha diversos fatores que podem levar a alteracdo da microbiota como genética
do individuo, infec¢bes, terapias medicamentosas (principalmente com antibiéticos) e
a dieta (JUMPERTZ et al., 2011; KAU et al., 2011; PENDERS et al., 2006). Ja se sabe
que a administracdo de dietas ricas em gorduras pode modificar a estrutura da

microbiota intestinal tanto em humanos quanto em modelo experimental. Um exemplo



25

disso é alteracao da proporcédo entre o filo Firmicutes e Bacteroidetes. Por exemplo,
foi documentado que uma dieta hiperlipidica (35% e 45% de gordura) levava uma
diminuicdo de Bacteroidetes e um crescimento no Firmicutes (HILDEBRANDT et al.,
2009; ZHANG et al., 2012). Além disso, dietas lipidicas diminuem a diversidade
microbiana quando comparadas com animais que recebem dietas normais (PARKS et
al., 2013). Em humanos, a composicao dietética também é capaz de modificar a
estrutura microbiana aumentando a razdo Firmicutes/Bacteroidetes e a diversidade
(DAVID et al., 2014; DE FILIPPO et al., 2010).

Além dessas modificacdes, dietas ocidentais séo capazes de levar ao aumento
da permeabilidade intestinal por alguns mecanismos ja descritos na literatura. LAM et
al., (2012) relatou que a administragao de uma dieta rica em gordura em camundongos
C57BL6 levava a uma diminuicdo da expresséo das proteinas zonas de oclusédo no
célon proximal. Semelhantemente, CANI et al.,, (2008) mostrou que dietas
obesogénicas levavam a diminuigdo das proteinas da zona de oclusdo e “tight
junctions”. A reducado dessas proteinas pode ser regida por um processo de feedback
negativo relacionado com o aumento de citocinas pro-inflamatérias aumentas na
disbiose (AL-SADI et al., 2010; YE; MA; MA, 2006).

Em virtude do impacto da dieta hiperlipidicas no desenvolvimento de bactérias
Gram negativa, se observa um aumento de LPS no plasma de animais obesos (KIM
et al., 2012). O LPS pode ser facilmente translocado para a circulacdo sistémica e ser
reconhecido por receptores toll-like 4 (TLR-4) que induz ativacao da via de sinalizacéo
NF-kB, responsavel pela sintese de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias
(HAWKESWORTH et al., 2013). Os niveis aumentados de LPS tem um papel chave
no desenvolvimento de doencas crénicas, condicdo conhecida como endotoxemia
metabdlica (CANI et al., 2008; GHANIM et al., 2009). O TLR-4 também é expresso ha
microglia no SNC e quando ativado leva a producao de citocinas pré-inflamatorias
como o TNF-a e IL-1B, o que leva a efeitos deletérios ja citados anteriormente
(BEUTLER, 2000; MRAK; GRIFFIN, 2005). Essa inflamag&o causada pelo LPS esta
diretamente relacionada aos danos cognitivos (CHOI et al., 2012; SHAW; COMMINS;
O’'MARA, 2001) e a transtornos neuropsiquiatricos como a depresséo (ANDRE et al.,
2014; LEE et al., 2018)
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Em resumo, a microbiota intestinal contribui para a regulagéo do eixo intestino-
cérebro e para a manutencdo da saude, enquanto sua alteracao (disbiose) devido a
fatores de estilo de vida (dietas ndo saudaveis, estresse) esta relacionada a obesidade
e suas consequéncias adversas sobre humor e cognigdo. Um padréo alimentar
saudavel (por exemplo, rico em fibras, vegetais etc.) aumenta a diversidade da
microbiota intestinal e, desse modo, contribui para a integridade epitelial do intestino,
homeostase imunitéria e funcdo normal do SNC através do eixo do intestino-cérebro.
Pelo contrario, os padrdes alimentares ocidentais (ricos em agucares simples e
gorduras saturadas) parecem reduzir a diversidade microbiana, promover a
inflamacdo e contribuir para a sindrome do intestino permeavel; isso facilita a
translocacdo de componentes de bactérias Gram-negativas, o que aumenta o nivel
inflamatdério periférico e produz neuroinflamacdo e alteracdes no SNC conforme

exemplifica a figura 2.

Figura 2. Comparacao entre a microbiota de um individuo saudével e obeso.
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Nota: A microbiota intestinal contribui para a modulacdo do eixo intestino-cerebral e para a
saude humana. No entanto, a dishiose relacionada, por exemplo, a dietas ndo saudaveis esta
associada a obesidade e seu efeito danoso sobre humor e cognicdo. A dieta hiperlipidica
reduz a diversidade microbiana, induz inflamag&o mediante a ativagdo do TLR-4 e diminui a
integridade epitelial do intestino, facilitando a translocacdo de toxinas bacterianas como o

LPS. Consequentemente, h4 uma intensificagdo ainda mais do estado inflamatério
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proporcionado pela obesidade, levando a neuroinflamacéo e alteracdes cognitivas. Individuos
gue se alimentam de dietas ricas em fibras tem uma diversidade da microbiota intestinal e,
assim, colabora para a integridade do epitélio intestinal, imunidade normal e a homeostasia
SNC. Activation= Ativacdo; 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= Funcéo saudavel do SNC; Healthy levels of inflammatory cells = Niveis saudaveis
de células inflamatérias; Healthy diet = Dieta Saudavel; Intestinal lumen= Lumen intestinal;
Microbial diversity= Diversidade microbiana; Modulation= Modulacdo Normal tight juntion=
Tight juntion normal; Normal levels of neurotransmitters = Niveis normais de
neurotransmissores; Physiologycal imune response= Resposta imune fisiol6gica; Prebiotics=
Prebioticos, Probiotics= Probiodticos; SCFA (Short Chain Fat Acids) = Acidos graxos de cadeia

curta; 5-HT = 5-hidroxitriptamina,
Fonte: AGUSTI, A. et al. 2018

Em conjunto, a dieta hiperlipidica esta associada ao desenvolvimento da
obesidade quanto da disbiose e, ambos, estdo associados ao aumento dos processos
inflamatorios sistémicos. Como ja mostrado, existe uma conexao entre o intestino e o
cérebro mediante as vias neurais, endocrinas e imunoldgicas, que uma vez
desregulada perturba o humor e a cognicdo. Nesse contexto, a manipulacdo da
microbiota alterada, através de intervencfes ndo farmacoldgicas como estratégia para
reduzir a inflamacédo, pode auxiliar na prevencdo e no tratamento de disfuncdes
cognitivas e outras comorbidades associadas a obesidade. Particularmente, devem
ser levados em consideracdo elementos nutricionais que exibam propriedades

imunorreguladoras.

4.3. PSICOBIOTICOS

A regulacdo da imunidade pela microbiota € capaz de elucidar a etiopatogenia
ou, até mesmo, a sintomatologia classica de doencas neurodegenerativas e
comportamentais como ansiedade, depressédo, doenca de Alzheimer (DA) e entre
outras (COLLINS; SURETTE; BERCIK, 2012). Além do mais, existem diferentes tipos
de microrganismos encontrados nos diversos produtos alimenticios capazes de
interagir com o microbioma e as células do organismo exercendo efeitos maléficos
quanto benéficos (ARORA; SINGH; SHARMA, 2013). Varios microrganismos exercem
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efeitos positivos nos hospedeiros e sdo amplamente conhecidos como probiéticos. A
definicdo mais correta para o0s probioticos, segundo a Associacdo Cientifica
Internacional para Probioticos e Prebidticos (ISAPP), € que s&o microrganismos vivos
que, ao ser administrados em doses apropriadas, fornecem algum efeito favoravel a
salude do hospedeiro (GIBSON et al., 2017). Esta descricdo foi baseada nas
observacdes feitas por Elie Metchnikoff em 1907, a qual dizia que a ingestdo de
produtos lacteos fermentados se relacionava como a melhoria da saide em individuos
de aldeias bulgaras (MACKOWIAK, 2013).

Vérias espécies de bactérias e fungos sdo usados como probidtico, entre as
mais comuns estdo aquelas do género Bifidobacterium (RAY; ALPINI; GLASER, 2014)
e Lactobacillus (SHOKRYAZDAN et al., 2014) e, como representante das leveduras,
tém-se 0 Saccharomyces boulardii (KELESIDIS; POTHOULAKIS, 2012). Na literatura,
ha diversos registros de efeitos bénéficos dos probidticos como na diminuicdo da
intolerancia a lactose (OAK; JHA, 2019), asma (MENNINI et al., 2017), controle da
disbiose (DUCATELLE et al., 2015) e doencgas cronicas como diabetes e obesidade
podendo envolver até mecanismos epigenéticos (SUN; BUYS, 2016; TONUCCI et al.,
2017; VAHAMIKO et al., 2019).

Semelhantemente aos probidticos, a definicdo de prebidticos foi inicialmente
estabelecida por Gibson e Roberfroid no final do século passado como sendo
componentes alimentares que ndao eram digeriveis pelo homem, mas que eram
capazes de fornecer beneficios quando metabolizado por determinadas bactérias do
célon (GIBSON; ROBERFROID, 1995). GIBSON et al., em 2004, estabeleceu 3
critérios indispenséaveis para um componente ter efeito prebidtico como, por exemplo,
ser resistente a acidez gastrica, a hidrolise enzimatica humana e nédo ser absorvida.
Além disso, eles deveriam ser fermentados pela microbiota e estimular,
sucessivamente, o crescimento e/ou a atividade de bactérias benéficas ao organismo.
Adiante, foi visto que eles podem ser aplicados diretamente em outras regides do
corpo como pele ou vagina exercendo efeitos benéficos (OUWEHAND; TIIHONEN;
LAHTINEN, 2010; REID, 2012).

Em 2017, a ISAPP sugeriu um novo conceito para prebiéticos como sendo “um

substrato que € usado seletivamente por microrganismos hospedeiros que conferem
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um beneficio a saude” (GIBSON et al., 2017). Os prebidticos que se destacam sao 0s
mananoligossacarideos (MOS), xiloligossacarideos (XOS), inulina, oligossacarideos
do leite humano (HMO), e, em destaque, os frutooligossacarideos (FOS) e
galactooligossacarideos (GOS) (GIBSON et al., 2017).

A maioria dos prebioticos é de origem natural sendo encontrados em frutas,
legumes e vegetais como alho, banana, aspargos, chicéria, alcachofra de Jerusalém,
cebola e trigo (CAMPBELL et al.,, 1997). No entanto é necessario ingerir grandes
guantidades desses alimentos diariamente para que se tenha efeito benéficos no
organismo. Por isso, a industria alimenticia jA consegue produzir e vender a forma
isolada de alguns prebidtico, como o GOS que é patenteado pela Bimuno®,a fim de
que possam ser incluidos em alimentos como iogurte, pdes, cereais e bebidas
(GRIMALDI et al., 2016). Por que usar um prebidtico e ndo o probidtico? A vantagem
da administracdo de prebibticos que € eles promovem o crescimento de mais de um
microrganismo benéfico uma vez que na disbiose mais de uma espécie pode estar em
desequilibrio (GIBSON et al., 2004).

O FOS e GOS séo considerados prebidticos bifidogénicos por promoverem o
crescimento, tanto em humanos quanto em animais, de bactérias anaerdbias do
género Bifidobacterium (LIU et al., 2017; MAO et al., 2018; MARTINEZ et al., 2013;
WINGEN; KUYPERS; RAMAEKERS, 2007). Eles também sao capazes estimular o
crescimento de bactérias gram positivas do acido latico: Lactobacillus spp
(GODERSKA; NOWAK; CZARNECKI, 2008). A fermentacdo desses prebiodticos por
bactérias pertencentes a esses géneros diminui o pH do cdlon, desfavorecendo o
crescimento de bactérias patogénicas (ARBOLEYA et al., 2016; ORRHAGE; NORD,
2000). No geral, esses prebibdticos mostraram ter efeitos positivos além dos sistema
gastrointestinal, bem como no sistema imunologico, metabolismo 6sseo e lipidico
(REID et al., 2017; SAVIGNAC et al., 2016; SOLEIMANI et al., 2012; VULEVIC et al.,
2015; WEAVER et al., 2011)

Além de terem o efeito periférico, os probidticos podem exercer efeito benéfico
no SNC. Sendo assim, DINAN; STANTON; CRYAN, (2013) definiram como
psicobioticos, probioticos que produziam efeitos positivos na saude mental. Os

prebioticos, por sua vez, Sdo capazes promover o crescimento de bactérias
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simbidticas com propriedades psicofisiolégicos, tal como os probidticos, sendo
incluidos também nessa definicdo (SARKAR et al.,, 2016). A literatura cita varios
prebidticos com atividade psicobidtica tais a inulina (SMITH; SUTHERLAND;
HEWLETT, 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, embora os mecanismos moleculares que justificam esses efeitos ainda

nao sao muito bem elucidados.

Interessantemente, a administracdo de prebidticos nas fases iniciais do
crescimento foi relacionada com efeitos neuroldgicos positivos na vida adulta.
Recentes revisdes relatam que esses efeitos foram mediantes tanto da reducéo do
perfil pré-inflamatério quanto por uma acgéo direta no SNC. Por exemplo, um estudo
conduzido por WILLIAMS et al., (2016) mostrou que ratos neonatais com B-GOS no
periodo de 19 a 53 dias apresentavam a subunidade N2A do receptor N-metil-d-
aspartato (NMDAR), BDNF e sinaptofisina (SYN) mais expressas no hipocampo
desses ratos tratados com relacdo ao controle, refletindo na melhora da
neurotransmissao e plasticidade sinaptica. Resultados semelhantes foram
observados por SAVIGNAC et al., (2013), que alimentou camundongos com FOS e
GOS por 5 semanas. Esses animais apresentaram uma expressao mais alta de
subunidades BDNF, NMDAR (NR1 e NR2) no hipocampo e cortex frontal. Além disso,
a administracdo de GOS em ratos aumentou a circulacdo concentracdes do hormdnio
intestinal PYY, sugerindo que a expressao elevada de BDNF no cérebro apds ingestédo
de GOS, pode ter sido mediada pelo PYY plasmatico. Recentemente, GRONIER et
al., (2018) relataram que a ingestao de GOS por trés semanas por ratos Sprague-
Dawley aumentou as respostas neuronais ao NMDA e atenuou os danos causados
pelo HA-966 (antagonista farmacoldgico do receptor NMDA), promovendo um efeito

pré-cognitivo relacionado ao NMDA.

Cresce o0 numero de estudos que avaliam o efeito da administracdo do FOS e
GOS na cognicdo em doencas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas. CHEN et al.,
(2017) mostrou que o FOS aumentava as concentragdes de acetilcolina, serotonina e
adrenalina além de atenuar os danos na regido CA1 do hipocampo, diminuindo os
déficits cognitivos em modelo animal de doenca de Alzheimer (DA). Em outro modelo

de DA, o tratamento com FOS por 6 semanas foi suficiente para melhorar a cognicao
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em camundongos APP/ PS1(SUN et al., 2019). Nestes animais, a melhora da
cognicao, relatada pelo melhor desempenho em testes cognitivos como Labirinto
aguatico de Morris, foi relacionada com os niveis aumentados de sinaptofisina e
proteina 95 ligada & membrana pés-sinaptica (PSD-95), associadas com o aumento

da plasticidade sinaptica.

Em camundongos Balb/C com DA induzida por D-galactose, o FOS foi capaz
de diminuir os niveis das placas B amiloide por meio da diminuicdo da B-secretase
(YEN et al., 2017). Por fim, Burokas et al., (2017) evidenciou que animais C57BL/6
quando tratados com FOS + GOS apresentavam reversdo do comportamento
depressivo ja que o tratamento diminuiu 0s niveis plasmaticos de corticosterona,
seguido por um aumento do receptor de BDNF, GABA (B1l) e expressao do gene
GABA (B2) no hipocampo. Nesses animais, os prebioticos levaram a diminui¢cdo da
expressao génica do receptor glicocorticoide no hipotalamo, enquanto no cortex pré-
frontal (CPF) reduziram os niveis plasmaticos de triptofano e aumentaram os niveis

de serotonina.

Sendo assim, tendo em vista que o FOS e GOS sao capazes de reduzir 0s
efeitos deletérios na cognicdo observados em doencas neurodegenerativas, a sua
utilizacdo poderia ter um potencial efeito terapéutico como tratamento auxiliar da
obesidade e comorbidades cognitivas. Além disso, poderiam também melhorar a
disbiose, por meio da restauracdo de bactérias benéficas como Lactobacilos e
Bifidobactérias, contribuindo para diminuicdo da inflamacéo sistémica e central como

ja mostrados anteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacéo estédo apresentados na forma de artigo.

ARTIGO 1 - EFEITOS DOS PREBIOTICOS (FRUTOOLIGOSSACARIDEOS E
GALACTOOLIGOSACARIDEOS) NA NEUROINFLAMMACAO E COGNICAO EM
CAMUNDONGOS OBESOS INDUZIDOS POR DIETA

Autores: Igor Henrique Rodrigues de Paival, Rodrigo Soares e Silva !, Alice
Chevrollier Orid?, Ingrid Prata Mendonga!, Michel Melo Eduardo Duarte-Silva?,

Michel Gomes de Melo?l, Wilma Helena Oliveiral, Christina Alves Peixoto?

! Laboratério de Ultraestrutura, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), PE,
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2 Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, PE, Brasil

Autor correspondente: endereco de e-mail igorhenriqueigor231@gmail.com

Resumo

Justificativa e objetivo: A utilizacdo de prebibdticos vem produzindo resultados
importantes em modelos animais de doencas neuropsiquiatricas. Entretanto, ainda é
pouco explorada a relagdo entre o consumo cronico com dieta hiperlipidicas e a
utilizacdo de prebidticos na prevencdo e/ou tratamento da neuroinflamacdo e
cognicdo. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos prebidticos FOS e GOS na
modulacdo da neuroinflamacdo e cognicdo em modelo experimental de obesidade
induzido por dieta em camundongos machos C57BL/6. Metodologia: Camundongos
machos C57BL/6 foram alimentos com uma dieta hiperlipidica por 18 semanas ao final
os animais foram submetidos aos testes cognitivos. Analises bioquimicas e
moleculares foram realizadas para avaliar a neuroinflamagdo, neurogénese e
plasticidade sinaptica. Resultados: Animais obesos néo tratados apresentaram maior
glicemia, trigliceridemia e colestelemia, e mostraram aprendizagem, memoria espacial
reduzidas e uma maior ativacdo de micréglia e astrocitos. Além disso, esses animais
apresentaram uma maior expressao proteica marcadores neuroinflamatério e de
apoptose, como TNF-a, TLR4, COX-2, p-GR(S226) e Caspase-3. Os animais obesos
apresentaram maior expressao proteica de receptor de glicocorticoides e menores
marcadores de neurogénese e plasticidade sinaptica como Neu-N, NGF, KI-67,
CREB-p e BDNF. O tratamento com os prebioticos melhorou o perfil bioquimico do
soro, regulou a neuroinflamacéo, restaurando o aprendizado, a memadria espacial e os
marcadores de plasticidade sindptica. Conclusdo: Frutooligossacarideos e
Galactooligossacarideos diminuiram significativamente a neuroinflamacao, promoveu
neuroprotecdo e neuroplasticidade, restaurando a capacidade de aprendizagem
espacial e a memoria.

Palavras-chaves: Cognicdo; Obesidade; Neuroinflamacéo; Prebidticos.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define obesidade e sobrepeso como
sendo um acumulo excessivo de gordura, que pode levar ao comprometimento da
saude fisica e psicossocial (WHO, 2020). Sua prevaléncia aumentou em todo 0 mundo
nas ultimas décadas, principalmente devido a dietas hipercaléricas e estilos de vida
sedentarios. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos acima de 18 anos apresentavam
sobrepeso e 650 milhdes eram obesos (WHO, 2016). De 2006 até 2019, houve um
aumento de 67,8% na prevaléncia da obesidade no Brasil e chegando a ser de 84%
entre adultos de 25 a 34 anos (BRASIL, 2019). Se as estatisticas permanecerem como
previsto, calcula-se que, em 2030, 38% individuos adultos em todo mundo estejam

acima do peso e outros 20% sejam obesos (ALBERTI et al., 2009).

A obesidade ndo esta associada apenas a doencgas importantes, como diabetes
mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, doenca renal crénica e cancer, mas também
reduz a longevidade e a qualidade de vida (AL-GOBLAN; AL-ALFI; KHAN, 2014;
CSIGE et al, 2018; PETERS et al.,, 2018). Nesse contexto, varios estudos
demonstram evidéncias diretas relacionando o consumo de dietas hiperlipidicas
(HFD) com déficits na memoéria/aprendizado dependentes do hipocampo e estados de
humor (RAJAN; MENON, 2017).

Possivelmente, a relagdo direta entre consumo alimentar e alteragdes no
sistema nervoso esteja relacionado ao aumento da inflamacédo cronica, causando
neuroinflamacdo (JOHNSON et al., 2016). Niveis aumentados de IFN, TNF-a e IL-6
levam a ativacado excessiva do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) com a
producao de elevados niveis de glicocorticoides (HARRISON et al., 2009). Além disso,
a producéo excessiva dessas citocinas pro-inflamatdrias podem induzir a ativagédo
excessiva da microglia e dos astrocitos podendo levar ao desenvolvimento de
distarbios cognitivos e de humor (GU et al., 2014). Dietas ricas em gorduras saturadas
e carboidratos diminuem a sobrevivéncia neural e a plasticidade sinaptica. (SEO et
al., 2020).

Diversos estudos tém demonstrado que altera¢cdes na microbiota intestinal

(disbiose) estéao associadas a doencas metabolicas (obesidade, diabetes tipo 2), a
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artrite autoimune e doencas neuropsiquiatricas (WANG; WANG, 2016). Individuos
obesos, bem como modelos experimentais de obesidade (high fat diet — HFD),
apresentam alteracbes na composicdo da microbiota intestinal com aumento da
relacdo Firmicutes/Bacteroidetes(DA SILVA; MONTEIL; DAVIS, 2020).

Consequentemente isso favorece o crescimento de bactérias patogénicas e
tornando mais facil a passagem de toxinas bacterianas como o Lipopolissacarideo
(LPS) para a circulacéo. O LPS através da ativacéo de receptores Toll-like 4 (TLR4),
induzem um aumento de expressao de citocinas pré- inflamatérias no hipocampo e no
hipotalamo. Portanto, a obesidade e a disbiose podem estar relacionadas a alteracdes
de humor (AGUSTI et al., 2018a).

Evidéncias crescentes sugerem que O eixo microbiota-intestino-cérebro
desempenhe um papel fundamental na regulacdo das funcbes cerebrais,
particularmente no processamento emocional e no comportamento (NOVOTNY:;
KLIMOVA; VALIS, 2019). Neste contexto, estudos recentes mostraram que a
administracao de prebidticos, substancias que induzem alteracées na composi¢cao da
microbiota gastrointestinal conferindo efeitos benéficos, tém promovido efeitos
positivos na prevencgao e/ou tratamento da obesidade e suas comorbidades (GIBSON
et al., 2017; XAVIER-SANTOS et al., 2020).

Os Frutooligossacarideos (FOS) e Galactooligossacarideos (GOS) séo fibras
soluveis que se destacam como prebidticos e que sdo tradicionalmente associadas
com a estimulagdo de bactérias benéficas como as bifidobactérias e lactobacilos
(BURIGO et al., 2007; DOS SANTOS; SIMIQUELI; PASTORE, 2009). Além de efeitos
ansioliticos e de regulacdo imune neural, os FOS e GOS podem induzir o aumento do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e de receptores de glutamato (NMDA)
regulando, portanto, a neuroplasticidade sinaptica (SAVIGNAC et al., 2013a ,
BUROKAS et al., 2017a;). Entretanto, ainda € pouco explorada a relagdo entre o
consumo crénico com dieta hiperlipidica e a utilizacdo de prebiodticos na prevencéo
e/ou tratamento da neuroinflamacéo e cognicdo. Sendo assim, o presente artigo tem
por objetivo avaliar os efeitos dos prebidticos (FOS e GOS) na modulagdo da

neuroinflamacéo e cognigcdo em modelo experimental de obesidade induzido por dieta.
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2. METODOLOGIA
2.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Neste estudo, camundongos machos C57BL / 6 tipo selvagem, (n = 45; Recife,
Pernambuco, BR), adultos jovens (8-10 semanas) e pesando 20 g foram distribuidos
aleatoriamente nos seguintes grupos (n = 15): Controle - O grupo recebeu por 18
semanas uma dieta padréo fornecida pela PragSoluctes®
(www.pragsolucoes.com.br), Jau SP, Brasil, de acordo com as recomendacdes do
Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93G) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). HFD
- O grupo recebeu durante 18 semanas uma dieta hiperlipidica (dieta rica em 60% de
gordura) produzida pela PragSolucées®, de acordo com as recomendacgdes da AIN-
93M. A partir da 122, foram considerados apenas 0os camundongos que apresentavam
massa corporea acima de 30g. HFD + Prebidticos - O grupo recebeu dieta
hiperlipidica por 18 semanas e, a partir da 132 semana, uma combinacdo de FOS
(Fosvitta®, Aracoiaba da Serra, BR) e GOS (Bimuno®, Thames Valley, UK)
dissolvidos em agua destilada por 0,3- 0,4 g / animal / dia respectivamente segundo
Burokas et al., (2017).

Os camundongos foram mantidos em microisoladores em condi¢cdes padrao
(12 h de ciclo claro / escuro, 21° + 2° C, umidade 60 + 10%) e tiveram livre acesso a
agua e comida. Cada camundongo foi pesado semanalmente durante o periodo
experimental (18 semanas). Na 122 semana foi realizado o Labirinto T para verificar
se a dieta promoveu déficit cognitivo nos animais. Apdés a confirmacao, os animais
foram tratados com prebidéticos e na 182 semana foram realizados o Labirinto T e o
Labirinto circular de Barnes. Apds os testes, os camundongos foram anestesiados
com injecao intraperitoneal de cetamina (115mg / kg) e xilazina (10mg / kg). Todos os
experimentos foram conduzidos pelos Principios Eticos na Experimentacdo Animal e
foram aceitos pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Aggeu Magalhdes
(CEUA 135/2018 — IAM).

2.2 ALTERNANCIA ESPONTANEA DO LABIRINTO T

Neste teste é avaliado a memoria de curto prazo ou de trabalho dos
camundongos. Os animais sdo submetidos a um desafio de labirinto devido a sua

capacidade de explorar um novo ambiente, ou seja, eles optam por entrar em uma
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regido nova em vez daquela ja visitada anteriormente. Os animais foram colocados no
labirinto em T um dia antes de realizar a tarefa, para que se adaptassem ao ambiente.
Inicialmente, os animais foram colocados no braco inicial do labirinto em T. Apos
sairem do braco inicial, os camundongos entram espontaneamente no braco direito
ou esquerdo, ficando confinados a esse brago por 30 segundos antes de retornar ao
braco inicial. Em seguida, os rastros olfativos foram removidos usando etanol 30% e
cada camundongo foi colado no brago inicial podendo explorar o labirinto por 2
minutos. Depois de vérias tentativas, os animais devem apresentar menos tendéncia
a entrar em um braco ja visitado anteriormente. A porcentagem de alternancia (niamero
de voltas em cada braco) e a duracéo total da tentativa séo registradas. Este teste é
usado para quantificar déficits cognitivos em linhagens transgénicas de camundongos
e avaliar novas entidades quimicas por seus efeitos na cognicdo (SHARMA,
RAKOCZY; BROWN-BORG, 2010).

2.4 LABIRINTO CIRCULAR DE BARNES (BM)

Os animais foram submetidos BM na ultima semana de experimento para
avaliar o desempenho da memdria espacial e aprendizagem na 182 semana do
experimento (Jolivalt et al., 2010). Consiste em uma plataforma circular iluminada com
20 furos equidistantes. Um dos buracos tem um alvo escuro € marcada por uma pista
visual, enquanto as demais estao fechadas. Tendo em vista que 0s animais preferem
compartimentos escuros, 0 ambiente aberto e iluminado da superficie superior
funciona como incentivo a encontrar o buraco alvo. Os animais interagiram com 0
equipamento em trés fases: habituacéo (1 dia), aquisi¢ao (4 dias) e sondagem (1 dia).
Inicialmente, no periodo de habitua¢édo, o camundongo foi colocado em um recipiente
cilindrico preto no centro do labirinto por dez segundos e depois disso, foi guiado até
o alvo do labirinto. No periodo de aquisi¢cao (aprendizagem), o animal foi colocado em
um cilindro preto tubo no centro do labirinto por dez segundos e depois se permitiu
explorar o labirinto por 5 min. Nesta fase, os animais foram treinados para encontrar
a saida por quatro dias e depois ficaram com um intervalo de trés dias sem treinar.
Além da luz, um ruido moderado (60 dB) foi reproduzido por um alto-falante para
induzir o comportamento de escape até que o animal entrasse no tunel de fuga
(PITTS, 2018). A sessao encerra quando camundongo encontra a caixa ou depois de

esgotar o tempo. Os animais que nao encontraram a caixa de destino apos esse
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tempo foram guiados pela cauda para o alvo do equipamento onde permaneceu por
um minuto. Os animais foram treinados para encontrar a saida por quatro dias e depois
ficaram com um intervalo de trés dias sem treinar. Na fase de sondagem da aquisi¢ao
(memodria), os animais foram submetidos ao teste de meméria no 9° dia, conforme
mencionado anteriormente. Caso o animal ndo encontrasse a saida, era retirado da
plataforma sem conducado dos animais. Depois de testar cada animal, foi realizada a
limpeza das pistas olfativas usando etanol a 30%. O parametro utilizado para avaliar
a aprendizagem e memoaria foi a laténcia priméria, que referencia o tempo dispendido

pelo animal para fazer o contato inicial com o buraco alvo.
2.5 ENSAIOS BIOQUIMICOS

ApOs a anestesia, foi coletado do ventriculo esquerdo, por meio de uma iincisao
toréxica, aproximadamente 1 ml do sangue de cada animal por punc¢éo cardiaca. Em
seguida, o sangue foi centrifugado a 5.000 rota¢gdes por minuto (RPM) por 10 minutos.
O soro foi adicionado a uma placa de ELISA de 96 pocos e foram determinados,
através de sistemas enzimaticos, a glicose plasmatica (Labtest Diagnética S.A® , MG,
Brasil - Ref. 133), Triglicerideos (Labtest Diagnética S.A® , MG, Brasil - Ref. 87) e
colesterol (Labtest Diagnética S.A® , MG, Brasil - Ref. 76). Apés a incubacdo, as
medicdes espectrofotométricas foram feitas a 492 nm no analisador automatico Cobas
Integra 400 (Roche, Mannheim, Alemanha). Os resultados foram expressos como

média + desvio padrao usando GraphPad Prism V6.0.
2.6 IMUNO-HISTOQUIMICA

ApOs a aplicacao intraperitonial dos anestésicos, os animais foram perfundidos
transcardialmente com 100 ml de solug&o salina tamponada com fosfato (PBS), em
pH 7,2. Em seguida, os cérebros dos animais foram removidos e parte desse material
foi pos-fixado durante a noite em paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich) em solucéo
salina tamponada com fosfato 0,1 M (PBS), em pH 7 (heptahidratado monobasico e
fosfato de sodio dibasico; Sigma - Aldrich). As amostras foram desidratadas em varias
etapas de lavagem com etanol (Isofar Chemical Co., RJ, Brasil), purificadas em xilol e
incluidas em parafina (Merck, EUA). Sec¢bes de 4-5 um foram cortadas em série
usando um micrétomo RM 2035 (Reichert S, Leica) e montadas em laminas de vidro,
reidratadas e tratadas com tampéo citrato 20 mM (em pH 6,0) a 100 ° C por 30 min.
O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com peréxido de hidrogénio 3%

(H202) e os cortes foram bloqueados com albumina sérica bovina 3% (BSA, fracao
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V) (Miles, Naperville, IL, EUA) por 1 h em temperatura ambiente. Os anticorpos

policlonais primarios usados para marcar o hipocampo foram: GFAP (Novus
Biological, nimero de catalogo NB300- 141) em uma diluicdo de 1: 1000; IBA (Wako,
namero de catalogo 016-20001) em uma diluicdo de 1: 500; TNF-a (Abcam, numero
de catdlogo Ab34674) na diluicdo 1: 100 e Neu-N (Novus Biological, numero de
catalogo: NBP1-77686) na diluicdo 1: 200. Os anticorpos monoclonais primarios
usados para marcar o hipocampo foram: COX-2 (Abcam, numero de catalogo ab
15191) em uma diluicdo de 1: 100; p-GR(S226) (Cell Signaling, cédigo de catalogo #
12041) em uma diluicdo de 1: 400 e CREB-p (Cell Signaling, codigo de catdlogo #
9198) em uma diluicdo de 1: 500. Todos os anticorpos foram incubados em tecidos
durante a noite a 4 ° C. As sec¢des foram incubadas com um anticorpo secundario
conjugado com biotina por 1 h apds a lavagem (DakoCytomation, Biotinylated Link
Universal HRP; numero de catdlogo: K0690, CA, EUA). As marcacdes foram
reveladas incubando-se com 30-3- diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno,
contrastadas com hematoxilina de Carrazi e montadas em Entellan (Merck, nimero
de catélogo: 1079610100, EUA). A densidade de pixels foi quantificada em 8 &reas do
hipocampo coradas (giro denteado) (aumento de 400x) obtidas de 3 animais diferentes
usando o software GIMP 2.10.4 (software GNU Image Manipulation Program, CNET
Networks, Inc., Australia).

2.7 IMUNOFLUORESCENCIA

As amostras foram processadas em parafinas como descrito anteriormente.
Secdes de 4-5 um foram cortadas usando um micrétomo RM 2035 (Reichert S, Leica)
e montadas em laminas de vidro, reidratadas e tratadas com tampao citrato 20 mM
(em pH 6,0) a 100 ° C por 30 min. Em seguida, foram permeabilizados com 0,5% de
Triton X-100 e bloqueados por 1 h com 3% de BSA mais 0,2% de Tween 20 em
solucéo salina tamponada com Tris. Sucessivamente, as laminas foram incubadas
com anticorpos anti-BDNF (Alomone, nimero de catdlogo ANT-010) a uma diluicéo
de 1: 300. Incubacdo com anticorpo primario foi realizada durante a noite e, em
seguida, incubada com anticorpo policlonal secundario conjugado com fllor 546
(Alexa, numero de catalogo A10040) contra imunoglobulina de coelho por 1 h. As

laminas foram lavadas e montadas em meio fluorescente Prolong Gold Antifade (Life
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Technologies, numero de catalogo: P36930) para andlise em um microscopio de
fluorescéncia invertido (Zeiss Microlmaging GmbH) equipado com uma camera (Zeiss
AxioCam MRM) e anélise de imagem de realocacao. As areas hipocampais marcadas
(giro denteado) foram medidas usando o software GIMP 2.6.11 (software GNU Image

Manipulation Program, CNET Networks, Inc. Australia).
2.8 WESTERN BLOT

Os hipocampos foram rapidamente dissecados e homogeneizados em uma
extracdo contendo coquetel de inibidor de protease (EDTA 10 mM, Amresco, Solon,
EUA, fluoreto de fenilmetano sulfonil 2 mM, NaF 100 mM, pirofosfato de sédio 10 mM,
NaVO4 10 mM, 10 ug de aprotinina / mL e Tris 100 mM, pH 7,4 - Sigma - Aldrich). As
amostras (n = 4) foram misturadas e homogeneizadas para formar um pool para cada
grupo. Os homogenatos foram centrifugados e congelados a -800C. 20 ug de proteina
total foram aplicados em cada poco de um gel de eletroforese e separados, antes de
serem transferidos eletroforeticamente para as membranas de nitrocelulose
(OmniPage mini-vertical protein electrophoresis, Cleaver Scientific). Apos o bloqueio
com 3% de BSA, as membranas foram incubadas overnight com anticorpo policlonal
de coelho (CA, EUA) contra NGF (Abcam , nUmero de catalogo ab6199), Caspase-3
(Abcam, numero de catalogo ab4051), TLR4 (Abcam, niumero de catalogo ab13556)
e BDNF (Alomone, nimero de catdlogo ANT-010). Todos os anticorpos primarios
foram diluidos em solucdo de bloqueio (BSA a 1%, solucdo salina tamponada com
fosfato a 0,02% e Tween a 0,01%) para um fator de diluicdo de 1. 1.000. Apés a
lavagem, as membranas foram incubadas com anti-coelho conjugado com peroxidase
de rdbano (HRP) (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo: A9169, EUA), em um diluicdo
de 1: 8000. Para revelar as bandas foi utilizado o reagente de quimioluminescéncia
(Super Signal, Pierce, nimero de catalogo: 34080, EUA). O sistema iBright CL 1000
(Thermo Fisher Scientific, nUmero de catalogo: A44241) foi usado para registrar
bandas quimioluminescentes. Para a quantificacéo, os valores da densitometria foram
obtidos medindo-se a densidade de pixels de cada banda por meio do software Image
J 1.38 (NIH, MD, EUA). Para cada marcador de proteina investigado, os resultados
foram confirmados em dois conjuntos de experimentos. Como um gene de controle
para transferéncias, foi realizado o immunoblotting para 3-actina. Apoés a visualizacéo,

as membranas foram removidas e sondadas novamente com anticorpo monoclonal
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anti-B-actina em diluicdo 1: 5000 (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo A2228, EUA) e
densitometria de proteinas foi realizada. A razdo de cada proteina / B-actina estudada

foi calculada e comparada entre os grupos.
2.9 ANALISE ESTATISTICA

Para os resultados de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica, a densidade
de pixels foi medida em oito &reas coradas usando um programa de software (GIMP
2.10.4). O software GraphPad Prism (versao 5) foi usado para a analise estatistica.
Todas as andlises foram realizadas considerando-se valores de p<0,05 como

estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 FOS e GOS reduzem o ganho de peso corporal dos animais obesos

alimentados por uma dieta hiperlipidica

O grupo HFD e HFD + Prebidtico tiveram média de peso significativamente
maior (p<0,05) que o grupo controle apds a 22 semana até o final do experimento.
Com a administracdo de FOS e GOS na 132 semana, houve diminuicéo significativa
(p<0,05) do peso médio dos animais alimentados com a dieta HFD em relacdo ao
grupo HFD nédo tratado. No final do experimento, o grupo HFD+Prebidticos
apresentavam peso significativamente menor (38,610 + 5,54) quando comparado ao
grupo HFD (40,89 * 7,33) (figura 2).

3.2 Oconsumo de umadieta hiperlipidicaleva a diminuicdo de memoria espacial
e aprendizagem enquanto o tratamento com prebidticos reverte os danos

cognitivos.

A avaliacdo da memodria foi realizada em todos os grupos antes e apos o
tratamento. Animais obesos tiveram uma pontuacao de alternacdes significativamente
menor (p<0,05) ao explorar o labirinto em T do que os animais dos grupos de controle
(Figura 3). Por sua vez, o tratamento com 0,3 e 0,4g de FOS e GOS por 6 semanas
melhorou significativamente (p<0,05) o desempenho de animais obesos quando

comparado ao grupo HFD néo tratado.

O labirinto circular de Barnes foi usado para caracterizar a aprendizagem dos
diferentes grupos. Inicialmente os animais receberam o treinamento uma vez ao dia
por 5 dias seguidos. A capacidade cognitiva dos diferentes grupos foi avaliada
mediante a laténcia primaria uma vez que outros parametros como laténcia total e
namero de erros podem ser influenciados pela capacidade exploratoria do animal
(GAWEL et al., 2019). Os animais do grupo controle tiveram uma reducéo
significativamente no tempo para encontrar a saida do labirinto em comparag¢éo com
0 segundo dia, indicando aprendizagem. Os animais alimentados com uma dieta HFD
nao apresentam reducéo significativa do tempo para encontrar a caixa de destino. O
grupo tratado com os prebidticos apresentaram uma reducgdo da laténcia primaria no
guarto e quinto dia quando comparado com o 2° dia de treinamento indicando um

melhor desempenho na aprendizagem (Figura 4). No nono dia (sondagem) foi
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avaliada a memoéria de longo prazo em todos os grupos e foi observado que o grupo
HFD apresenta um maior tempo de laténcia (10,75+5,54), mas n&o significativa em
relacdo ao grupo controle (5,83+ 2,40) e HFD+Prebidticos (8,83 +5,37) (Figura 5).

3.3 FOS e GOS melhoram o perfil bioquimico nos animais obesos

No grupo HFD foi observado um aumento significativo (p<0,05) da glicemia
qgquando comparada ao grupo controle. A glicemia é restaurada significativamente
(p<0,05) préximo a normalidade quando os animais sdo tratados com prebioticos
(Figura 6A). Semelhantemente, os animais alimentados com uma dieta hiperlipidica
apresentaram niveis de colesterol total sérico e triglicerideos significativamente
(p<0,05) maiores do que o grupo controle (MEDIA +DP). No entanto, a administrac&o
dos prebidticos foi capaz de diminuir significativamente (p<0,05) a colesterolemia e a

trigliceridemia nos animais obesos (Figura 6B e C).

3.4 O tratamento com FOS e GOS reduziu a expresséo de marcadores da

neuroinflamacédo e morte celular no hipocampo de camundongos obesos.

O fator de necrose tumoral € uma das principais citocina pro-inflamatoria
secretada das pelos macréfagos. O consumo cronico de uma dieta hiperlipidica foi
capaz de aumentar significativamente (p<0,0001) os niveis de TNF-a no hipocampo
em comparacao com o grupo controle. Por outro lado, quando tratados com FOS e
GOS, os animais do grupo HFD+Prebidticos apresentaram uma expressao
significativamente (p<0,001) reduzida dessa citocina quando comparado com 0 grupo

nao tratado (Figura 7).

A enzima cicloxigenase-2 € um dos principais alvos farmacoldgicos dos anti-
inflamatorios para o controle da inflamacg&o uma vez que ela é um importante mediador
na formagdo de prostaglandinas. Diferentemente da COX-1 que é uma enzima
constitutiva, a COX-2 € uma enzima indutiva, ou seja, esta bastante expressa nas
regides de inflamagdo (KUMMER; COELHO, 2002). No grupo controle, a
imunoexpressdo de COX-2 no giro denteado se apresenta em niveis fisioldgicos,
semelhante ao grupo obeso tratado com os prebioticos. No entanto, o consumo de
uma dieta hiperlipidica aumenta significativamente (p<0,001) a expressao da COX-2,

refletindo no processo neuroinflamatério local (Figura 8).
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Os processos moleculares envolvidos na execucao da apoptose engloba um
conjunto de cisteinas proteases conhecidas como caspases, sendo a Caspase-3
(CASP-3) considerada efetora da morte celular (SADOWSKI-DEBBING et al., 2002).
Andlise por western-blot revelou que o grupo HFD apresentou uma expressao
significativamente (p<0,01) maior da CASP-3 quando comparada ao grupo controle.
No entanto, o tratamento com os prebioticos diminuiu significativamente (p<0,001) a

expressdo da CASP-3 nos animais obesos (Figura 9a).

Os receptores Toll-Like sdo uma classe de proteinas transmembranas
responsaveis pelo reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPS). A ativagdo do receptor Toll-like 4 (TLR4), através do LPS circulante, leva a
producdo de citocinas pro-inflamatorias como macrofagos (NIE et al.,, 2018). O
consumo da dieta lipidica levou a um aumento (p<0,05) na expresséo do TLR4 quando
comparado ao grupo controle. Por outro lado, os animais do grupo HDF+Prebidticos
apresentaram uma reducéo significativa (p<0,001) da expresséo quando comparados

com o grupo HFD (Figura 9b).

3.5 FOS e GOS reduzem a ativacao da micréglia e do astrécitos na area do giro

denteado do hipocampo.

A molécula adaptadora de ligacéo de calcio ionizada 1 (lonized calcium-binding
adapter molecule 1 - Ibal), também conhecida como fator inflamatério de aloenxerto-
1 (AIF-1), é uma proteina localizada no citoplasma relacionada com a ativagéo e
funcdo de macrofagos. A Iba-1 também é um marcador de micréglias, que sao
macrofagos especificos do SNC (AUTIERI, 1996). O grupo HFD apresentou uma
expressao significativa (p<0,0001) de Iba-1 quando comparadas com o controle e com
o grupo HFD+Prebidticos. O aumento significativo da imunoexpressao de lba-1 no
grupo HFD reflete em um processo de neuroinflamatério e o tratamento com

prebidticos foi capaz de reduzir a neuroinflamacéo induzida por dieta (Figura 10).

Os astracitos normalmente expressam a proteina do acido fibrilar glial (GFAP),
e seu aumento esta relacionado com a sua ativacéo, frequentemente denominada de
gliose reativa. Os animais do grupo controle apresentaram uma imunoexpressao em
niveis fisiolégicos no giro denteado do hipocampo. Os animais obesos mostraram uma

expressao significativamente (p<0,001) maior de GFAP quando comparado com o
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grupo controle. No entanto, o tratamento com prebiético resultou em uma reducdo
significativa (p<0,05) da astrogliose reativa no grupo obeso. Os animais do grupo
HFD+Prebidticos ndo mostraram diferencas significativas em relacdo a ativacao

astrocitica quando comparados ao grupo controle (Figura 11).

3.6 A resisténcia aos receptores de glicocorticoides do hipocampo foi

diminuida em camundongos obesos tratados com prebidticos.

Os receptores de glicocorticoides (GR) sdo importantes mediadores dos efeitos
do cortisol, principalmente na modulacdo pelo feedback negativo do eixo HPA. A
desregulacdo dos niveis de pGR-S226 desempenha um papel essencial na
desregulacdo do eixo HPA em alguns disturbios neuropsiquiatricos (Zhang et al.,
2020). Neste estudo, observou-se que o consumo crénico de dieta hiperlipidica levou
a um aumento significativo (p <0,0001) na expressdao do RG fosforilado quando
comparado ao grupo controle. No entanto, o tratamento com FOS e GOS néo diminuiu
significativamente a expressdo deste receptor em DG (Figura 12A), mas diminuiu

significativamente (p <0,001) no CA1 do hipocampo (Figura 12B).

3.7 O tratamento com FOS e GOS aumentaram os marcadores de plasticidade

sinaptica, proliferacéo celular e neurogénese

A dieta hiperlipidica e a obesidade contribuem para inducdo e manutenc¢éo do
estado inflamatdrio crénico, levando a déficit cognitivos. Nés analisamos se o
tratamento com os prebioticos seria capaz de estimular de vias de sinalizacdo da
plasticidade sinaptica em camundongos obesos. A proteina Neu-N (Nucleos
NEUronais) € um marcador de neurdnios maduros (GUSEL’NIKOVA; KORZHEVSKIY,
2015a). A expressao dessa proteina se encontra nos niveis basais no grupo controle
diferentemente dos animais do grupo HFD que apresentaram uma reducdo
significativa (p<0,01). Quando os animais alimentados com uma dieta hiperlipidica
foram tratados com FOS e GOS, a expressao de NeuN aumentou significativamente

(p<0,01) em comparacdo com o grupo nao tratado (Figura 13).

O fator de crescimento neuronal (NGF — Nerve growth factor) € uma proteina
que exerce um importante papel no crescimento, sobrevivéncia e manutengdo dos
neurénios (SOFRONIEW; HOWE; MOBLEY, 2001). Nos animais obesos, a expresséo
proteica de NGF diferiu significativamente (p<0,01) do grupo controle. Em contraste,
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o grupo HFD+Prebidticos apresentou um aumento significativo (p<0,001) na
expressdo de NGF (Figura 9D).

O antigeno nuclear KI-67 tem sido usado como marcador de proliferacdo
celular, principalmente para células neoplasicas. O KI-67 é indispensavel na etapa da
mitose para a formacdo da camada pericromossomica (SCHONK et al., 1989). A
expressdo desse marcador no grupo HFD foi significativamente (p<0,05) menor
guando comparado ao grupo controle. No entanto, quando esses animais receberam
o tratamento com o prebidticos houve um aumento significativo (p<0,01) da expresséo

de KlI-67 quando comparado com o grupo HFD (Figura 14).

A proteina de ligacdo ao elemento de resposta cCAMP (CREB) é uma proteina
nuclear e a sua forma fosforilada atua principalmente como fator de transcrigéo para
genes envolvidos na plasticidade sinaptica, neurogénese e proliferacdo celular
(KANDEL, 2012). O grupo controle, apresentou p-CREB em niveis fisiolgicos (MEDIA
+DP), enquanto o grupo HFD apresentou reducdao significativa (p<0,05) na expresséao.
Em contraste, o grupo HFD+Prebioticos teve expressao significativamente aumentada
(p<0,01) de p-CREB de forma semelhante ao grupo controle (Figura 15).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é uma importante neurotrofina
capaz de regular a manutencdo, diferenciacdo e sobrevivéncia, aumentado a
plasticidade sindptica e, assim, a cognicdo (BEKINSCHTEIN; CAMMAROTA,;
MEDINA, 2014). A desregulacao na expressao do BDNF esta relacionada aos déficits
cognitivos e transtornos de humor. O grupo controle apresentou uma expressao do
BDNF significativamente (p<0,0001) maior do que o grupo HFD em andlises de
imunofluorescéncia. No entanto, quando esses animais receberam o tratamento com
o prebidticos houve um aumento significativo (p<0,001) da expressdao de BDNF
guando comparado com o grupo HFD (Figura 16). Este dado foi confirmado por analise
de Western Blot (Figura 9C).
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4, DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca metabdlica multifatorial, e o0 consumo crénico de
dietas ricas em gordura e pobres em fibras tem se destacado como um fator
determinante em todo mundo (CARNAHAN; BALZER; PANCHAL, 2014). Na
obesidade, bem como em disturbios do humor e cognicdo, se observam alteraces na
estrutura microbiana intestinal. IniUmeros estudos demonstraram que 0 eixo
microbiota-intestino-cérebro exerce um papel-chave na fisiologia da obesidade e
respectivas comorbidades (CERDO et al., 2019).

Inicialmente, a perda de peso constitui um resultado importante nas
intervencdes terapéuticas contra a obesidade, e a mudanca no perfil bioquimico de
lipideos e carboidratos sdo fatores que diminuem a predisposicdo a comorbidade
(POKHAREL et al., 2017). Neste artigo, foi observado que a partir da segunda semana
do tratamento cronico com FOS e GOS houve reducéo do peso bem como melhora
da glicemia, colesterolemia e trigliceridemia. Resultados semelhantes foram descritos
por Rima et al., 2020 os quais mostraram que a suplementacdo com GOS em uma
dieta do tipo ocidental reduz o ganho de peso corporal, melhora a dislipidemia e
sensibilidade a insulina em camundongos C57BL / 6 (MISTRY et al., 2020).

Everard e cols. 2011 mostraram que a oligofrutose, um prebidtico semelhante
ao FOS, foi capaz de diminuir os niveis de triglicerideos e tecido adiposo branco.
Respondek et al., (2013) mostraram que a administracdo de FOS de cadeia curta por
7 semanas levou alteracfes na estrutura e atividade da microbiota intestinal em
camundongos obesos além de melhorar o metabolismo lipidico e a sensibilidade a
insulina. Em um outro estudo experimental, NOGUEIRA BEZAN, (2019) avaliou os
efeitos da suplementacdo a longo prazo de FOS em parametros metabdlicos na
esteatose hepatica ndo alcodlica em camundongos C57BL/6 e observou menor ganho
de peso corporal embora n&o tenha encontrado alteragGes significativas no perfil

lipidico hepatico, e na glicemia de jejum nesses animais.

A fermentacdo microbiana do FOS e GOS estimula bactérias do género
Bifidobacterium e Lactobacillus, as quais estdo associadas a alguns efeitos benéficos
na saude do hospedeiro como reducdo da massa adiposa e toleréncia a glicose

(NICOLUCCI et al., 2017). Além disso, produtos da fermentagéo dessas fibras,
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como butirato, surgem como um dos mecanismos capaz de atuar direta ou
indiretamente no metabolismo energético (PARNELL; REIMER, 2010). Alguns
prebiodticos ainda alteram o perfil lipidico sanguineo mediante a sua ligacdo com o
colesterol e aos &cidos biliares no intestino superior, aumentando a excrecdo de
lipideos, aumentando o volume intestinal, e portanto, promovendo a saciedade
(SLAVIN, 2013).

A cognicdo pode ser representada por diversas faculdades mentais como
linguagem, atencdo, memoria, aprendizagem entre outros (COREN, 2012). Neste
trabalho, a aprendizagem e memoria foram utilizadas como parametros de avaliacédo
da cognicdo. Neste contexto, o labirinto T e o de Barnes fornecem dados para
avaliacdo da memoria e aprendizado espacial principalmente em modelos de déficit
cognitivos (GAWEL et al., 2019).

O hipocampo é a regido do lobo temporal que recebe uma maior atencdo na
memoria pelo seu papel critico na formacdo e consolidagdo da memaria espacial.
Logo, € de se esperar que lesdes hipocampais estejam diretamente ligadas com déficit
cognitivo (BIRD; BURGESS, 2008; SHETTY, 2014). Atualmente j4 se sabe que a
inflamacéo periférica promovida pelo consumo crénico de uma dieta hiperlipidica
desencadeia um processo neuroinflamatério em diversas areas cerebrais como no
hipocampo podendo levar a altera¢des cognitivas (GAINEY et al., 2016; KESBY et al.,
2015). Neste trabalho, demonstramos que o tratamento com FOS e GOS restaura a
capacidade de aprendizagem e memdria, visto que reduziu significativamente a

laténcia priméaria dos animais.

Estudos recentes tém mostrado que entre o FOS e GOS podem promover a
sobrevivéncia neuronal e levar a uma melhoria significativa da memaria e cognicao
(CHEN et al., 2017; SUN et al., 2019). MCVEY NEUFELD e cols., (2019) mostraram
que a administracdo crénica de FOS era capaz de reduzir os déficits cognitivos na
doenca de Alzheimer. MCVEY NEUFELD e cols (2019) relataram que ratos Sprague-
Dawley alimentados com dietas contendo GOS combinado com polidextrose
apresentavam atenuacdo dos efeitos deletérios da separacdo materna no
comportamento depressivo e na memoria. No presente estudo, no entanto, os animais
tratados com prebidticos ndo apresentaram melhor desempenho no nono dia
demonstrando que o tratamento ndo foi capaz de consolidar o aprendizado e a

memoria espacial por muito tempo. Tendo em vista que o Labirinto de Barnes é um
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teste estressante, isto poderia ser um dos fatores responsaveis pela ndo consolidacao
no 9° dia (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003).

Uma proposta do elo mecanicista entre obesidade e suas comorbidade é a
inflamacé&o de baixo grau, evidenciada pelo aumentos de IL-6, IL-1B e TNF-a. Além
da obesidade, dietas hiperlipidicas também conseguem promover um fenotipo pro-
inflamatorio (CAVALIERE et al., 2019; DUAN et al., 2018). Entretanto, em termos
fisiologicos, estas citocinas atuam nas vias de sinalizacdo da aprendizagem e
memoéria, e desempenham um importante papel na neurogénese, potenciacdo de
longo prazo e plasticidade sinaptica (MCAFOOSE; BAUNE, 2009). Portanto,
alteracdes nos niveis das citocinas pro-inflamatérias estdo direta e indiretamente

relacionadas ao déficit cognitivo.

Além disso, a dieta hiperlipidica agrava os estados inflamatorios mediante a
desregulacédo da microbiota intestinal, que por sua vez leva ao comprometimento da
permeabilidade intestinal. Essa hiperpermeabilidade intestinal crénica é capaz de
aumentar a inflamacéo por meio da translocacdo de alguns antigenos microbianos
como o LPS (AGUSTI et al., 2018b). Como mencionado anteriormente, os TLR4s s&o
expressos em diferentes células do sistema imune periférico e central, principalmente
na micrdglia, onde desempenha diferentes papéis relacionados com a sobrevivéncia
ou morte neural (WALTER et al., 2007; FIEBICH et al., 2018). O TLR4 pode levar a
producdo de mediadores proé-inflamatérias como IL-6, IL-1B e TNF-a e sua ativacao
excessiva esta relacionada com danos cognitivos (GAIKWAD; NAVEEN; AGRAWAL-
RAJPUT, 2016), e ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como na
doenca de Alzheimer (WANG et al., 2013). Estudos clinicos relataram uma associacéo
entre HFD e comprometimento cognitivo semelhantemente aqueles apresentados
neste estudo (TAN; NORHAIZAN, 2019). O presente estudo demonstrou que o0
tratamento por 6 semanas com FOS e GOS reduziu significativamente a expressao
de TLR4 e TNF-a, reduzindo a neuroinflamagao hipocampal e melhorando, portanto o

déficit cognitivo.

A COX-2 é uma enzima chave na conversao de eicosandides em prostanoides
como prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos. A inflamacdo crénica causada
pela obesidade em animais é capaz de aumentar a expressao dessa enzima (CHAN;

LIAO; HSIEH, 2019). Por exemplo, foi observado que o TNF-a pode aumentar a



49

produgcdo de PGE2 mediante a estimulagdo de COX-2 (FAIN, 2006). Um estudo
realizado por CHAN e cols (2016) mostrou que a alimentacao de ratos com uma dieta
hiperlipidica era capaz de aumentar a expressdao de COX-1 e 2 no tecido adiposo.
Inicialmente, a COX-2 se mostrou com um importante mediador das reacgbes
inflamatoérias em tecidos periféricos. Por sua vez, as prostaglandinas produzidas pelas
cicloxigenases apresentam uma importante funcédo na inflamacéo e no eixo HPA. Foi
evidenciado que o LPS leva a ativacdo do eixo HPA em ratos mediado por PGE2,
estimulando a liberacao de corticosterona a nivel do hipotalamo e da hipéfise (MOHN
et al., 2005). Além disso, a inibicdo da COX-2 cerebral foi capaz de atenuar a liberagcéo
de cortisol (VAKHARIA; HINSON, 2005). Portanto, niveis elevados de COX-2
hipocampal observado nos animais obesos poderia estar diretamente relacionado a
resisténcia de GRs. Por outro lado, o tratamento dos animais obesos com prebidticos
foi capaz de reverter a expresséo hipocampal de COX-2.

Nesse contexto, os receptores de glicocorticéides (GR) podem ser fosforilados
diretamente na serina 226 levando a uma diminuicdo da funcéo transcricional e
antiinflamatéria do GR (Rogatsky et al. 1998). O aumento da fosforilacdo de GR-
Ser226 foi observado em pacientes com MDD (Simic et al., 2012). Dados recentes
sugeriram que a fosforilagdo mediada por JNK de GR-Ser226 pode interromper as
funcdes de feedback homeostatico de GR e pode contribuir para a hiperatividade do
eixo HPA em MDD (Stapelberg et al., 2018). Nossos dados mostram que a exposicao
cronica ao HFD aumentou a expressao de pGR-S226 na regido CA1l do hipocampo,
mas nao no DG, o que pode levar a ativacdo da cascata inflamatéria induzida pelo
inflamassoma. No entanto, o tratamento com FOS e GOS reduziu a fosforilacdo de

pGR-S226a em animais alimentados com uma dieta rica em gordura.

A apoptose e a neuroinflamacdo contribuem para o dano e alteracdo das
fungbes cerebrais. Alguns estudos mostram que a dieta hiperlipidica conseguem
influenciar na atividade das caspases. O consumo de uma dieta rica em gordura
promove a ativagdo ndo apoptética da caspase-3 em astrocitos e prejudica o
aprendizado mediante a um mecanismo dependente de caspase-1(GUYENET et al.,
2013). Além disso, a ativacdo desregulada das CASP-3 parece estar associada a
intensa morte neuronal de algumas doencas neurodegenerativas como esclerose
lateral amiotréfica, doenca de Huntington, doenca de Alzheimer e doenca (DA) de
Parkinson (DP) (D’AMELIO; CAVALLUCCI; CECCONI, 2010).
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Por outro lado, a expressao da NeuN € frequentemente usada como indicador
de neurdnios pos-mitéticos danos no SNC (GUSEL’NIKOVA; KORZHEVSKIY, 2015b)
e gque a isquemia e lesdo cerebral sdo condicbes que reduzem sua imunorreatividade
(IGARASHI; HUANG; NOBLE, 2001). Atualmente ja se sabe que o consumo crénico
de dietas hiperlipidicas em camundongos é capaz de levar a diminuicdo da NeuN,
aumentando a neurodegeneracdo em modelo de DA (KIM et al.,, 2016). Nossos
resultados mostraram que a expressao de NeuN foi menor no hipocampo de animais
obesos, enquanto o tratamento com FOS e GOS neutralizou a neurodegeneracao,
sugerindo um papel fundamental dos prebiéticos na neuroprotecao. Além disso, este
dado pode estar associado a reducao dos niveis de TLR4, TNF-a, COX-2 e de CASP-
3 observados ap6s o tratamento com FOS e GOS.

A micrdglia estd envolvida em varias fungdes neurais na poda sinaptica, no
reparo do dano tecidual e a na vigilancia imunologica (GU et al., 2014). Entretanto,
estudos apontam que a microgliose crénica se torna uma fonte de diversos fatores
neurotdxicos como citocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio causando
danos neuronal (TAY et al., 2018). Essas moléculas favorecem um desequilibrio nos
fatores troficos levando a um prejuizo nas propriedades sinaptogénicas (LULL;
BLOCK, 2010). Além disso, estes danos estdo associados, por exemplo, ao
comprometimento cognitivo e desenvolvimentos de doencas neurodegenerativas
como a DA e DP ( OKELLO et al., 2009; MENARD et al., 2017).

Recentes estudos mostraram que as dietas hiperlipidicas estdo associadas a
ativagdo microglial mediante ao aumento de citocinas pré-inflamatérias e LPS e a
alteracéo do humor e cognicao (KIM et al., 2012; LIANG et al., 2019). Em nosso estudo
observamos que o tratamento com FOS e GOS foi responsavel por diminuir a
expresséo de Iba-1 no giro denteado hipocampal em camundongos alimentados com
uma dieta hiperlipidica. Semelhantemente, um estudo anterior demonstrou que a
administracdo de B-GOS estd relacionada a diminuicAo do comprometimento
cognitivo em modelo pds-operatério mediante a redugdo do numero de micréglias
(MILLANI; KONSTANTYNER; TADDEI, 2009; YANG et al., 2018). Em outro estudo foi
observado que a administracdo de FOS associada a inulina em camundongos C57BL
diminuiu a ativacdo microglial alterando a neuroinflamacdo associada ao
envelhecimento (BOEHME et al., 2018).
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O astrécito por sua vez, exerce um papel importante nas respostas do SNC a
estimulos nocivos como trauma, infec¢bes, excitotoxicidade e doencas
neurodegenerativas. Frente a estes estimulos, os astrocitos entram em um processo
chamado de astrogliose reativa caracterizada por aumento da expressdo das
proteinas do filamento intermediério do citoesqueleto e GFAP (RIDET et al., 1997). O
consumo de dietas ricas em lipideos € induz o processo de neuroinflamacdo, lesdo
neural e astrogliose reativa no hipotadlamo mediobasal (THALER et al., 2012). Estudos
recentes mostram que a dieta hiperlipidica diminui o processo de arborizacdo dos
astrocitos e aumenta a expresséo de GFAP em hipocampo em animais (BONDAN et
al., 2019; TSAI et al., 2018). N6s observamos que a administracdo cronica de uma
dieta hiperlipidica em camundongos promove aumento da expressdo de GFAP no giro
denteado, entretanto, o tratamento com FOS e GOS atenuou 0 aumento da astrogliose

hipocampal, melhorando o desempenho cognitivo destes animais.

A CREB exerce uma funcdo essencial na regulacdo da transcricdo de genes
relacionados a plasticidade sinaptica e no gatilho da LTP (BENITO; BARCO, 2010). A
fosforilacdo de CREB leva a transcricdo de genes, como o BDNF, que apresentar
efeito neuroprotetor e esté relacionado a cogni¢do, melhorando o armazenamento de
memorias ao longo prazo, (KIM et al.,, 2017; PEIXOTO; NUNES; GARCIA-OSTA,
2015). Diminuicdo tanto do BDNF gquanto quando NGF estdo intimamente
relacionadas a cognicdo prejudicada e a ao desenvolvimento de doencas
neuropsiquiatricas como depressao (AUTRY; MONTEGGIA, 2012; SALLES et al.,
2017; YANEV, 2013). Além disso, diversos estudos relatam que a reducdo de BDNF
e NGF esta associada a reducdo da funcdo cognitiva como consequéncia de uma
administracao crénica de dietas hiperlipidicas (BAE-GARTZ et al., 2019; GRIFFITHS
et al., 2016). Em nosso estudo, observamos que o tratamento com FOS e GOS é
capaz de aumentar os niveis de p-CREB, BDNF e NGF em camundongos alimentados
com uma dieta hiperlipidica, melhorando assim a cognicdo nesses animais,
favorecendo uma melhora cognitiva e, provavelmente, na plasticidade sinaptica. Estes
dados foram consistentes com os achados de um estudo anterior em que a
administracdo de FOS e GOS restaurou os niveis de BDNF no hipocampo em um
modelo de estresse psicossocial crénico (BUROKAS et al., 2017b). De forma
semelhante, SAVIGNAC e cols (2013) observaram que a administracdo de FOS e
GOS por 5 semanas em ratos Sprague Dawley aumentava a expressédo de BDNF no
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giro denteado e esse efeito pode ter sido alcan¢cado mediante a liberagdo do peptideo
plasmatico YY através da microbiota.

A proteina nuclear K167 é frequentemente usada em células em diviséo celular
(ZHANG; JIAO, 2015). Um estudo realizado por YOO et al., (2014) em camundongos
observaram que a administracdo de uma dieta hiperlipidica por 8 semanas levava a
diminuicdo da expressdo de BDNF e de KI67. Semelhantemente a dieta rica em
gordura foi capaz de levar diminuicdo do KI67, e que o tratamento com FOS e GOS
induziu a proliferacdo neuronal através do aumento da expressdo de fatores

neurotréficos como o BDNF e NGF.
CONCLUSAO

O tratamento com FOS e GOS reduz os niveis TNF-a, COX-2, TLR4, CASP-3, IBA-1
e GFAP no hipocampo, diminuindo, assim, a neuroinflamacéo e neurodegeneracgéo
proporcionadas pelo consumo crénico de uma dieta hiperlipidica. Além disso, o FOS
e GOS também promovem a plasticidade sinaptica aumentando NeuN, NGF, p-CREB,
BDNF e Ki-67, restaurando a capacidade de aprendizagem espacial e a memoria.
Portanto, nossos dados mostram um efeito neuroprotetor do FOS e GOS que pode

ser util para melhorar a funcao cognitiva em individuos obesos.
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Administracdo da dieta controle e hiperlipidica por 18 semanas

Induc3o da obesidade por 12 semanas Administracdo dos prebidticos por 6
semanas

Avaliacdo da memoria

Eutanasia e retirada
dos 6érgaos

Figura 1. Programacdo experimental por 18 semanas. Resumidamente, 45
camundongos machos adultos (n = 15 por grupo) foram submetidos alimentados com
uma dieta hiperlipidica ou controle por 18 semanas. Na 122 semana, 0S animais
realizaram o teste do labirinto em T para avaliar se os animais apresentavam déficit
de memoaria induzido pela obesidade. Na 132 semana, os animais foram tratados com
0,3 e 0,4g / animal / dia de FOS e GOS, respectivamente. Na 182 semana 0s animais
foram novamente submetidos ao teste do labirinto em T e, em seguida, foram

eutanasiados. O hipocampo e plasma sanguineo foram coletados.
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Figura 2. Efeito dos prebidticos na redugéo do ganho peso corporal induzido pela HFD
(média £ D.P.). Avaliacdo do peso durante 18 semanas de experimento, através da
analise de variancia (ANOVA), teste de comparacdes multiplas de Holm-Sidak. *p
<0,05 quando comparado ao grupo controle. #: p <0,05 quando comparado o0 grupo
HFD ao HFD+Prebidticos.
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Figura 3. Efeito da dieta hiperlipidica na meméria antes (A) e depois (B) do tratamento.

Andlise da alternancia no labirinto em T (média = D.P.), usando andlise de variancia

(ANOVA), teste de Kruskal-Wallis.*: p <0,05 quando comparado ao grupo controle. #

p <0,05 quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 4. Efeitos dos prebiodticos na aprendizagem. Analise do tempo em segundos
para encontrar o alvo. Os valores apresentados acima sdo a média + D.P. de cada
grupo, usando andlise de variancia (ANOVA two-way) seguida de teste post-hoc de
Tukey. *p <0,05 quando comparado o segundo com o terceiro dia do grupo controle.
**p<0,01 quando comparado o segundo com o quarto dia do grupo controle.
***p<0,001 quando comparado o primeiro e o quinto dia com o segundo dia do
controle. #p<0,05 quando comparado o quarto e quinto dia com o segundo dia do
grupo HFD+Prebidticos.
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Sondagem- Labirinto de Barnes
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Figura 5. Analise da memoaria no dia da sondagem do teste do Labirinto de Barnes. O
tempo de laténcia (média + D.P.) de cada grupo por meio de andlise de variancia
(ANOVA), teste post-hoc de Tukey.
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Figura 6. Efeitos dos prebidticos no perfil bioquimico do soro. A) Niveis de glicemia

(média £ D.P.) ap0s eutanasia por meio de andlise de variancia (ANOVA), teste post-
hoc de Tukey. *: p <0,05 quando comparado ao grupo controle. #p <0,05 quando
comparado ao grupo HFD. B) Efeitos dos prebiéticos no controle da colesterolemia. *:
p <0,05 quando comparado ao grupo controle. #p <0,05 quando comparado ao grupo
HFD. C) Efeitos dos prebidticos no controle da trigliceridemia. *p<0,05 quando

comparado ao grupo controle. #p <0,05 quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 7. Efeito dos prebiéticos nos niveis hipocampais de TNF-a. Imunohistoquimica
para TNF-a, quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x. A) Controle, B) HFD, C)
HFD+Prebidtico e D) A quantificacdo do pixels da imunohistoquimica (média + D.P.),
andlise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey. *p<0,0001 quando

comparado ao grupo controle. #p< 0,001, quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 8. Efeito dos prebidticos na expressdo da Ciclooxigenase-2.
Imunohistoquimica para COX-2, quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x. A)
Controle, B) HFD, C) HFD+Prebiotico e D) A quantificacdo do pixels da
imunohistoquimica (média + D.P.), andlise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc

de Tukey. *p<0,0001 quando comparado ao grupo controle. #p< 0,001, quando

comparado ao grupo HFD.
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Figura 9. Efeito dos prebidticos na expressdo de marcadores de morte celular,
inflamacéo e proliferacdo neural. A) Quantificacdo de pixels de Western blot para
CASPASE-3 usando analise de variancia (ANOVA) e teste postthoc de Tukey de
Tukey, o * p <0,01 quando comparado ao grupo controle, #p <0,0001 quando
comparado ao grupo HFD, * p < 0,05 quando comparado ao grupo controle. B)
Quantificacdo dos pixels de Western blot para TLR4 utilizando anédlise de ANOVA e
teste postthoc de Tukey, o * p <0,05 quando comparado ao grupo controle, #p <0,01
guando comparado ao grupo HFD. C) Quantificagéo dos pixels de Western blot para
BDNF utilizando ANOVA e teste postthoc de Tukey, * p <0,01 quando comparado ao
grupo controle, #p <0,01 quando comparado ao grupo HFD. D) Quantificacéo de pixels
de Western blot para NGF usando analise de variancia ANOVA e teste postthoc de
Tukey, * p <0,0001 quando comparado ao grupo controle, #p <0,01 quando
comparado ao grupo HFD p <0,01. E) Imunohistoquimica para CASP-3, quantificacédo
de pixels. Ampliacédo de 400x. Quantificacdo de pixels da imunohistoquimica (média +
DP), analise de ANOVA com teste postthoc de Tukey. * p <0,0001 quando comparado
ao grupo controle. #p <0,001, quando comparado ao grupo HFD. F)
Imunohistoquimica para TLR4, quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x.
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Quantificagdo de pixels da imunohistoquimica (média £ DP), anélise de ANOVA com

teste postthoc de Tukey. * p <0,0001 quando comparado ao grupo controle. #p <0,001,
quando comparado ao grupo HFD. G) Imunofluorescéncia para BDNF, quantificacao
de pixels. Aumento de 400x. Quantificacdo dos pixels de imunohistoquimica (média +
DP), andlise ANOVA com teste post-hoc de Tukey. * p <0,0001 quando comparado
ao grupo controle. #p <0,01, quando comparado ao grupo HFD
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Figura 10. Efeito dos prebidticos na ativacao microglial. Imunohistoquimica para IBA-
1, quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x. A) Controle, B) HFD, C)
HFD+Prebidtico D) A quantificacdo imunohistoquimica (média + D.P.), andlise de
variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey. *p<0,0001 quando comparado ao

grupo controle. #p< 0,0001 quando comparado ao grupo HFD
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Figura 11. Efeito dos prebidticos na ativacdo astrocitaria. Imunohistoquimica para
GFAP, quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x. A) Controle, B) HFD, C)
HFD+Prebiotico e D) A quantificacdo do pixels da imunohistoquimica (média = D.P.),
andlise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey. *p<0,0001 quando

comparado ao grupo controle. #p< 0,01, quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 12. Efeito dos prebidticos na fosforilacdo dos receptores de glicocorticoides na

imunofluorescéncia da serina 246 para pGR-S226 em A) Giro denteado e B) CAL,
quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x. A) Controle, B) HFD, C) HFD +
Prebiéticos D) Quantificacdo imunohistoquimica (média + DP), analise de variancia
(ANOVA) com teste posthoc de Tukey. * p <0,0001 quando comparado ao grupo
controle. #p <0,0001 quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 13. Efeito dos prebibticos na neurogénese. Imunohistoquimica para Neu-N,

guantificacéo de pixels. Ampliacao de 400x. A) Controle, B) HFD, C) HFD+Prebidtico
e D) A quantificacdo do pixels da imunohistoquimica (média + D.P.), anédlise de
variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey. *p<0,01 quando comparado ao

grupo controle. #p< 0,01, quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 14. Efeito dos prebidticos na proliferacdo celular. Imunohistoquimica para Kl-
67, quantificacdo de pixels. Ampliacgdo de 400x. A) Controle, B) HFD, C)
HFD+Prebidtico e D) A quantificacdo do pixels da imunohistoquimica (média + D.P.),
analise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey. *p<0,05 quando

comparado ao grupo controle. #p< 0,01, quando comparado ao grupo HFD.
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Figura 15. Efeito dos prebioticos nos niveis hipocampais de p-CREB.
Imunohistoquimica para p-CREB, quantificacdo de pixels. Ampliacdo de 400x. A)
Controle, B) HFD, C) HFD+Prebiotico e D) A quantificacdo do pixels da
imunohistoquimica (média + D.P.), andlise de variancia (ANOVA) com teste post-hoc
de Tukey. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. #p< 0,01, quando

comparado ao grupo HFD.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo, a administracdo de FOS e GOS levou a reducéo do ganho
de peso e melhora do perfil bioquimico do sangue, além de diminuir os niveis de TNF-
a, COX-2, TLR4 e CASP-3, superexpressas na obesidade. O tratamento foi capaz de
reduzir a imunoexpressao da Iba-1 e GFAP, atenuando a microgliose e astrogliose
hipocampal. O tratamento com os prebiéticos aumentou o nimero de alternancias no
labirinto T, restaurando a memoria de trabalho nos animais obesos. Os animais
tratados com prebio6ticos apresentam menor laténcia quando comparado a animais nao
tratados. Nos animais obesos, a expressédo de NGF, p-CREB, NeuN, BDNF e Ki67
foram reduzidos, em contrapartida o tratamento com FOS e GOS promoveu a
fosforilagdo do CREB aumentando a expresséo do fator neurotréfico e os niveis de
NeuN e NGF, levando a neuroprotecao e plasticidade sinaptica. Sendo assim, este
estudo demonstrou que o tratamento com FOS e GOS promove aumento dos
marcadores de plasticidade, restaurando capacidade de aprendizagem espacial e
memoria. Portanto, o FOS e GOS podem ser Uteis para melhorar a fungdo cognitiva em
individuos obesos.
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7. SUMULA CURRICULAR
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KEYWORDS Abstract

Cognition; The disruption of the gut microbial composition, defined as dysbiosis, has been associated with
Depression; many neurological disorders with inflammatory components. The alteration of the gut micro-
Anxiety; biota leads to an increase in pro-inflammatory cytokines that are associated with metabolic
Prebiotics; diseases (such as obesity and type 2 diabetes), autoimmune arthritis, and neuropsychiatric
Gut microbiota; diseases. Prebiotics are defined as non-digestible carbohydrates and promote the growth of
Neuroinflammation beneficial bacteria such as bifidobacteria and lactobacillus, exert beneficial effects on improv-

ing dysbiosis and its associated inflammatory state. Preclinical and clinical data indicated that
some prebiotics also have positive impacts on the central nervous system (CNS) due to the
modulation of neuroinflammation and thus may have a key role in the modulation of cogni-
tive impairment, anxiety, and depression. The present manuscript reviews the state-of-art of
the effects of prebiotics in cognitive impairment, anxiety, and depressive disorders. Data from
clinical studies are still scarce, and further clinical trials are needed to corroborate the poten-
tial therapeutic cognitive, antidepressant, and anxiolytic of prebiotics. Prebiotics may provide
patients suffering from cognitive deficits, depression, and anxiety with a new tool to minimize
disease symptoms and increase the quality of life.
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