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RESUMO

PEREIRA, Louise Tavares Garcia. Efeito da Modulagédo da Microbiota Intestinal sobre a
Funcdo Metabolica e Cognitiva em camundongos. Brasilia, 2019. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia,
2019.

Introducdo: Nos ultimos anos, a microbiota intestinal tem sido cada vez mais ligada a uma
série de doencas, incluindo a obesidade, doencgas neurodegenerativas e doenca hepatica. Entre
0s varios modelos para estudar o efeito da microbiota intestinal sobre desfechos relacionados a
obesidade, esta a sua modulacdo pelo tratamento com antibidticos. Assim, nosso objetivo foi
de investigar o efeito da modulacdo da microbiota intestinal sobre a funcdo metabdlica e
cognitiva em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Métodos: Foram utilizados
camundongos C57BL/6 machos com idade de seis semanas, alimentados com dieta controle
(CD, n = 12) ou com dieta hiperlipidica (HFD, n = 12). Na idade de 7 semanas, eles foram
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: para receber veiculo ou antibiéticos (AB), compondo
4 grupos experimentais assim descritos: CD, CD+AB, HFD e HFD+AB. Os antibidticos
(ciprofloxacina 0,2 g L e vancomicina 0,5 g L) foram administrados da 102 a 152 semanas
em agua potavel. Na 122 semana foi realizado o teste de tolerancia a glicose. Os testes
comportamentais - teste do campo aberto, teste de reconhecimento do objeto e suspensao pela
cauda - foram realizados na 14% semana de vida e a eutanasia ocorreu na 15% semana.
Paralelamente, camundongos ob/ob com 17 semanas de idade alimentados com dieta controle
foram tratados com veiculo (ob, n = 5) ou antibidticos (ob + AB, n = 5) e eutanasiados na 212
semana. Apds a eutanasia, amostras de figado foram armazenadas para avaliagdo da expressao
génica por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real. A composicdo da
microbiota fecal de todos os grupos experimentais de camundongos C57BL/6 (n = 5/grupo) foi
analisada apds 5 semanas de tratamento com os antibidticos. Resultados: Foi observado que a
dieta hiperlipidica e o tratamento com antibiéticos alteraram significativamente a composi¢édo
da microbiota intestinal, determinada nas fezes. O grupo HFD apresentou aumento da
representacédo do filo Firmicutes e diminui¢do dos Bacteroidetes em relagcdo ao grupo CD, um
perfil obesogénico. Os filos Firmicutes e Proteobacteria aumentaram expressivamente no grupo
CD+AB em comparagdo com o grupo CD. No grupo HFD+AB, a representacdo do filo
Firmicutes diminuiu e a de Proteobacteria aumentou em relacdo ao grupo HFD. A HFD
aumentou significativamente o ganho de peso nos camundongos, tendo havido tendéncia de
acentuacdo do ganho de peso induzido pela HFD nos animais tratados com antibioticos. Foi
observado também que a HFD induziu déficit cognitivo e alteracfes da expressdo génica no
figado sugestivas de alteracdo no metabolismo de &cido graxos. O tratamento com antibidticos
também alterou a expressao de genes relacionados a oxidacao de acidos graxos e causou déficit
cognitivo nos animais alimentados com CD, mas reverteu o declinio cognitivo nos animais
alimentados com HFD. Néo foi observado comportamento tipo depressivo em nenhum grupo
experimental. Nos camundongos ob/ob, ndo foram observadas alteracGes significativas da
expressao de genes relacionados ao metabolismo de acidos graxos no figado em resposta ao
tratamento com antibidticos. Conclusdo: Os resultados do presente estudo sugerem que
alteracbes da composicdo da microbiota intestinal possam estar envolvidas na disfungédo
cognitiva e nas alteragdes do metabolismo lipidico induzidas pela dieta hiperlipidica. Mais
estudos sdo necessarios para esclarecer a extensdo e 0s mecanismos subjacentes a esses efeitos
e, assim, reafirmar que o papel da microbiota no controle do perfil metabolico periférico e em
funcGes cerebrais como a cognicéo.

Palavras-chave: microbiota intestinal, funcdo cognitiva, metabolismo lipidico.



ABSTRACT

PEREIRA, Louise Tavares Garcia. Effect of Gut Microbiota Modulation on Metabolic and
Cognitive Function in Mice. Brasilia, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas)
— Faculdade de Ciéncias da Salde, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

Introduction: In recent years, the gut microbiota has been increasingly linked to a number of
diseases, including obesity, neurodegenerative diseases and liver disease. There are various
models to study how gut microbiota composition impacts obesity-related outcomes, and one of
them is modulation of gut microbiota by antibiotics. Our objective was therefore to investigate
the effect of gut microbiota modulation on metabolic and cognitive outcomes in mice fed a high
fat diet. Methods: Six-week old male C57BL/6 mice were fed a control diet (CD, n =12) or a
high fat diet (HFD, n = 12) were used. At the age of 7 weeks, they were randomized into 4
groups, assigned to receive vehicle or antibiotics (AB), composing 4 experimental groups as
follows: CD, CD + AB, HFD and HFD + AB. Antibiotics (ciprofloxacin 0.2 g L and
vancomycin 0.5 g L) were administered from the 10" to the 15" week in drinking water. In
the 12 week, an oral glucose tolerance test was performed. Behavioral tests - open field test,
object recognition test and tail suspension - were performed at the age of 14 weeks and at the
15" week mice were euthanized. At the same time, 17-week old ob/ob mice fed a control diet
were treated with vehicle (ob, n = 5) or antibiotics (ob + AB, n =5), and euthanized at week
21. After euthanasia, liver samples were stored for assessment of gene expression by
quantitative real-time polymerase chain reaction. The fecal microbiota composition of all
experimental groups of C57BL/6 mice (n =5/ group) was analyzed after 5 weeks of antibiotic
treatment. Results: High fat diet and antibiotic treatment significantly modified gut microbiota
composition assessed in fecal samples. Mice fed a high group had increased representation of
the Firmicutes phylum and decreased representation of Bacteroidetes, a obesogenic pattern,
when compared with CD group. Firmicutes and Proteobacteria representation increased
significantly in the CD + AB group compared with the CD group. In the HFD + AB group,
there was decreased representation of the phylum Firmicutes and increased representation of
Proteobacteria when compared with the HFD group. HFD significantly increased weight gain
and there was a trend towards enhancement of this effect in mice fed a HFD and treated with
antibiotics. We also observed that HFD induced a cognitive deficit and induced changes in
hepatic gene expression suggestive of changes in fatty acid metabolism. Antibiotic treatment
also caused cognitive deficit and changed the expression of fatty acid metabolism-related genes
in mice fed a CD, but reversed the cognitive deficit induced by HFD. Depressive behavior was
not observed in any experimental group. There were no significant changed in the expression
of fatty acid metabolism-related genes in the liver of ob/ob mice treated with antibiotics.
Conclusions: Our findings suggest that changes in gut microbiota composition may be
involved in the cognitive dysfunction and in fatty acid metabolism changes related to high fat
diet. Further studies are needed to clarify the extent and mechanisms underlying these effects
and thus reaffirm the role of gut microbiota in controlling metabolic homeostasis and cognitive
function.

Key words: intestinal microbiota, cognitive function, lipid metabolism.
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1 INTRODUCAO

A obesidade resulta de um balango energético positivo, que ocorre quando a quantidade
de energia ingerida excede a quantidade gasta (Sonnenburg & Béckhed, 2016). A fisiopatologia
da obesidade é muito mais complexa do que se pensava inicialmente. Trata-se de uma doenca
heterogénea, com muitos subtipos diferentes, e 0s mecanismos envolvidos em seu
desenvolvimento incluem uma interacdo entre fatores genéticos e ambientais. A atual epidemia
de obesidade é o resultado de um ambiente obesogénico (que inclui alimentos ricos em energia
e reducdo de atividade fisica) em individuos com suscetibilidade genética para o seu
desenvolvimento. A natureza heterogénea da doenca dificulta o desenvolvimento de estratégias
de tratamento efetivas. Além disso, diversas comorbidades estdo associadas ao curso da
obesidade, como as doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, doencas hepéticas e neoplésicas
e, ainda, desordens do sistema nervoso central (SNC), como o dano cognitivo associado a

doenca de Alzheimer e a depressdo (Hurt et al., 2011; Kivipelto, 2001).

Estudos epidemioldgicas e experimentais recentes indicam que a obesidade e 0 consumo
de uma dieta rica em gordura estdo associados ndo somente a doen¢as metabdlicas, mas também
a danos estruturais e funcionais no SNC frequentemente associados a transtornos
neuropsiquiatricos e as doencas neurodegenerativas (Vanhanen et al., 2006; Komulainen et al.,
2007; Panza et al., 2011; Yates et al., 2012; Zhang & Tian, 2014). Para além da estreita relacdo
com o comprometimento cognitivo, a obesidade e o consumo exagerado de dieta de padréo
ocidental estdo também associados a incidéncia da depressdo (Carvalheira et al., 2001).

A microbiota intestinal esta intimamente envolvida em numerosos aspectos da fisiologia
do hospedeiro, desde o estado nutricional até 0 comportamento e a resposta ao estresse. Além
disso, ela pode ser causa central ou contribuinte de muitas doencas, afetando sistemas de 6rgaos
proximos e distantes. Analises genémicas da microbiota intestinal permitiram a identificacdo
abrangente da populacdo de bactérias intestinais e revelaram que as mudangas nessas
populacdes estdo envolvidas na fisiopatologia de varias doencas. Diferencas na composicao da
microbiota intestinal entre pessoas eutrdficas e obesas revelam que a microbiota, em pessoas
obesas, é caracterizada pela reducdo da proporcéo relativa do filo Bacteroidetes e aumento
proporcional nos membros do filo Firmicutes. Por outro lado, estudos clinicos demonstraram
que a diminuicdo da relacdo Firmicutes/Bacteroidetes esta diretamente relacionada a perda de
peso (Sekirov et al., 2010; Minemura; Shimizu, 2015; Ley et al., 2006).
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As dietas densamente caldricas, além de alterarem a composicdo da microbiota
intestinal, induzem disfuncéo do intestino que, subsequentemente, resulta em inflamagéo da
gordura visceral e desregulacdo metabolica sisttmica. Uma “microbiota obesogénica” pode
alterar a funcdo hepatica estimulando a sintese de triglicerideo hepatico e modulando o
metabolismo lipidico sistémico, o que indiretamente afeta 0 armazenamento de acidos graxos
no figado (Arslan, 2014).

Estudos recentes apontam que a modulacdo prejudicial da microbiota, decorrente da
obesidade, pode contribuir para alteracdes inflamatorias no SNC e, por conseguinte, prejudicar
o funcionamento neuronal. Uma caracteristica comum das doencas metabdlicas é a ativacdo
cronica e de baixo grau do processo inflamatdrio, tanto em nivel periférico como diretamente
no SNC. Evidéncias recentes sugerem que a neuroinflamacdo é um mecanismo causal
importante do declinio cognitivo caracteristico das doencas neurodegenerativas. Assim, a
inflamacdo sistémica e central pode ser um elo entre a obesidade e as doencas
neurodegenerativas, particularmente o declinio cognitivo. Este estado inflamatorio, por sua vez,
pode ser desencadeado por alteracGes na composicdo da microbiota intestinal (Solas et al.,
2017).

Segundo Luczynski et al., 2016, a microbiota intestinal é também necesséria para a
responsividade normal ao estresse, comportamentos semelhantes a ansiedade, sociabilidade e
cognicdo. Além disso, a microbiota mantém a homeostase do SNC regulando a funcgéo
imunoldgica e a integridade da barreira hematoencefalica. A microbiota intestinal também
influencia producdo dos neurotransmissores, sinalizacdo sinaptica e neurotréfica e a
neurogénese. Assim, estudos focados na compreenséo do impacto da microbiota intestinal sobre
0 SNC, particularmente sobre as propriedades de aprendizado e memoria, sdo de extrema
relevancia para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas no controle da

obesidade e suas comorbidades.

No presente estudo, buscamos compreender o impacto da microbiota intestinal sobre a
disfungéo cognitiva induzida pela dieta hiperlipidica em camundongos, por meio da modulagéo
da microbiota intestinal pela administragéo da microbiota. Secundariamente, avaliamos o perfil
de expressdo de genes relacionados ao metabolismo de acidos graxos e resposta inflamatoria
em dois modelos de obesidade, a induzida pela dieta hiperlipidica e a monogénica
(camundongos com delecéo do gene que codifica a leptina).



18

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 OBESIDADE

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018), sobrepeso e obesidade sdo
definidos como acumulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a satde. O indice
de massa corporal (IMC) é um indice simples de peso para altura e € comumente usado para
classificar o estado nutricional de adultos e definir a presenca de sobrepeso e obesidade. Um
individuo com excesso de peso tem IMC entre 25 e 29,9 kg/m? e uma pessoa é considerada
obesa quando apresenta IMC maior ou igual a 30 kg/m?.

A obesidade é uma das doencas nao transmissiveis mais graves e prevalentes no século
XXI. Seu tratamento € complexo e centrado no paciente, com abordagens comportamental,
farmacoldgica, nutricional e até mesmo cirtrgica. E também um fator de risco significativo para
0 aumento da morbidade e mortalidade, principalmente por doencas cardiovasculares e
diabetes, mas também cancer e outras doencas agudas e cronicas, incluindo doencas hepaticas
e do SNC, como o transtorno cognitivo e a depressdo. Para a maioria dessas comorbidades, a
perda de peso pode resultar em uma reducédo significativa destes riscos (Kushner, 2014; Pi-
Sunyer, 2009).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a obesidade também é uma doenca complexa,
multifatorial, com origens genéticas, comportamentais, socioeconémicas e ambientais, que
geralmente se manifesta na infancia e adolescéncia. Sua origem é um intercambio genético e
ambiental, no qual fatores ambientais ou comportamentais desempenham papel critico,
decorrente de um desequilibrio entre o consumo de energia e o gasto (Hruby & Hu, 2015; Serra-
Majem & Bautista-Castafio, 2013). A prevaléncia de obesidade duplicou em 73 paises em todo
0 mundo e aumentou de forma constante em outros desde 1980, e os problemas de salde
resultantes do excesso de peso ou obesidade afetam agora mais de 2 bilhdes de pessoas. Em
2015, 107,7 milhdes de criancas e 603,7 milhdes de adultos eram obesos em todo o mundo -
30% da populagdo mundial. Em muitos paises, as taxas de obesidade entre as criancas estéo

aumentando mais rapidamente do que as taxas de obesidade em adultos (Friedrich, 2017).

O aumento simultaneo da obesidade em quase todos 0s paises parece ser impulsionado
principalmente por mudangas no sistema alimentar global, que esta produzindo alimentos mais
processados e de facil acesso a populacdo. Dentro das populagGes, as interagdes entre fatores

ambientais e individuais, incluindo a composicdo geneética, explicam a variabilidade no
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tamanho corporal entre os individuos. No entanto, mesmo com essa variagdo individual, a
epidemia tem padrfes previsiveis em subpopula¢@es. Em paises de baixa renda, a obesidade
afeta principalmente adultos de meia-idade (especialmente mulheres) de ambientes urbanos
ricos; enquanto nos paises de alto rendimento afeta ambos os sexos e todas as idades, mas é

desproporcionalmente maior nos grupos desfavorecidos (Swinburn et al., 2011).

O IMC e a adiposidade total sdo importantes determinantes da saude metabolica em
nivel populacional. No entanto, a distribuicdo de gordura corporal e funcao do tecido adiposo
comprometida, em vez de massa gorda total, melhor predizem as alteracbes metabolicas
relacionadas com a obesidade, como a resisténcia a insulina. A disfuncdo do tecido adiposo é
determinada por uma capacidade de hipertrofia dos adipdcitos, metabolismo lipidico alterado,

expansdo do tecido adiposo prejudicada e inflamacéo local (Goossens, 2017).

A composicdo corporal resulta de uma interacdo dos constituintes dos varios
compartimentos que compdem o organismo, os quais influenciam, de maneira especifica,
processos fisioldgicos e mecanismos patoldgicos. A gordura subcutanea tem uma correlacdo
muito menor com o risco cardiometabdlico, quando comparada a gordura armazenada nos
depdsitos viscerais, que tem uma atividade metabdlica menos favoravel, caracterizada por
secrecdo de quantidade maior de acidos graxos livres, adipocinas, hormonios e fatores
inflamatorios, que fluem para o figado diretamente através da veia porta hepatica. A gordura
hepéatica tem uma associa¢do mais proxima com a resisténcia a insulina. Embora a gordura
hepética esteja associada a gordura visceral, seu efeito na resisténcia a insulina é independente
do tecido adiposo visceral (Mazzoccoli, 2016; Muller et al., 2012; Wang & Li, 2017).

Existem dois tipos de tecido adiposo, cuja funcdo parece ser claramente diferenciada. O
tecido adiposo branco armazena as reservas de energia como gordura, enquanto a fungéo
metabolica do tecido adiposo marrom é a oxidacao lipidica para produzir calor. Um bom
equilibrio entre eles é importante para manter a homeostase energética. O tecido adiposo branco
apresenta diferentes perfis metabolicos em seus diferentes locais. Embora a célula caracteristica
do tecido adiposo seja o adipdcito, este ndo é o Unico tipo celular presente no tecido adiposo,
nem o mais abundante. Outros tipos celulares incluem células-tronco, pré-adipdcitos,
macrofagos, neutréfilos, linfécitos e células endoteliais. O equilibrio entre esses diferentes tipos
de células e seu perfil de expresséo esta intimamente relacionado a manutencéo da homeostase
energética (Rafols, 2014).

O tecido adiposo branco é considerado o maior 6rgdo de armazenamento de energia na

forma de triglicérides, que sdo mobilizados através do processo de lipdlise, para fornecer
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substrato energético a outros 6rgaos e fornecer substratos ao figado para gliconeogénese
(glicerol) e sintese de lipoproteinas (&cidos graxos livres). Além do papel central do
armazenamento de lipideos, tem uma importante funcdo enddcrina secretando varios
horménios, notadamente leptina e adiponectina, e uma gama diversa de outros fatores proteicos.
Esses varios sinais proteicos receberam, coletivamente, o0 nome de "adipocinas”, que séo
altamente diversificadas em termos de estrutura proteica e funcéo fisioldgica. Eles incluem
citocinas classicas, fatores de crescimento e proteinas da via alternativa do sistema
complemento. H& uma lista crescente de adipocinas envolvidas na inflamacdo, como fator de
necrose tumoral- o (TNF-a), interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-
8), interleucina-10 (IL-10), fator de crescimento transformador-p, fator de crescimento nervoso,
e a producao destas proteinas pelo tecido adiposo esta aumentada na obesidade (Large et al.,
2004; Trayhurn & Wood, 2004).

A leptina é um sinal essencial dos adipécitos para o hipotalamo no controle do apetite e
do balango energético. A leptina é um horménio pleiotrépico, cujas funcdes se estendem muito
além do controle do apetite e do balanco de energia, englobando uma multiplicidade de acdes,
inclusive atuando como um sinal na reproducdo e na imunidade. A adiponectina, um horménio
produzido exclusivamente pelos adipécitos, apresenta concentragdes circulantes reduzidas na
obesidade, em contraste com a maioria das adipocinas e da leptina em particular. VVarios papeis
sdo atribuidos a adiponectina, incluindo a modulacdo da sensibilidade a insulina e da funcéao
vascular, bem como uma ac¢do anti-inflamatéria (Trayhurn, 2007). A alimentacdo é um fator
essencial na secrecdo de adipocinas, visto que a sua producdo esta diretamente relacionada com
o tamanho do adipdécito. Os lipideos provenientes da dieta sdo armazenados no tecido adiposo
em forma de triglicérides e quanto maior a sua concentracdo intracelular, maior o volume do
adipdcito e, consequentemente, a secre¢do de adipocinas, ocorrendo o inverso quando ha

pequenas quantidades de triglicérides armazenados (dos Santos & Torrent, 2016).

Deste modo, a obesidade é caracterizada por um aumento na massa adiposa, em
consequéncia ao deposito do excesso de &cidos graxos nas células adiposas, devido a um
balanco energético positivo mantido ao longo do tempo. Juntamente com 0 aumento do volume
de tecido adiposo, hd mudancas em sua fisiologia normal, levando-o a um tecido disfuncional.
Tais alteragcdes envolvem hipertrofia dos adipdcitos e alteracdes no seu perfil secretorio,
depdsito visceral de gordura, aumento da infiltracdo de células imunes, entre outros. A
disfungéo do tecido adiposo desempenha um papel fundamental na fisiopatologia das doengas

metabolicas e cardiovasculares relacionadas a obesidade (Marcela, 2012).
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2.2  OBESIDADE E INFLAMACAO

O tecido adiposo ¢é conhecido por secretar um grande nimero de proteinas que regulam
0 metabolismo, a ingestdo de energia e 0 armazenamento de gordura. Contém também uma
grande diversidade de células imunes que o tornam um 6rgdo imunoldgico capaz de ligar o
metabolismo e a imunidade. A funcdo metabdlica e imunitéria dos adipécitos e da fracgdo
vascular do estroma do tecido adiposo (contendo pré-adipocitos, células endoteliais e
imunitarias) esta estreitamente ligada e o seu "microambiente” é fragil e facilmente perturbado.
Alteragbes no estado imune do tecido adiposo afetam o conteudo de citocinas e,
consequentemente, o metabolismo dos adipdcitos e a sensibilidade & insulina (Stolarczyk,
2017).

A obesidade é acompanhada por uma extensa remodelacdo do tecido adiposo,
caracterizada principalmente por hipertrofia dos adipocitos. O crescimento extremo dos
adipdcitos é insuficiente para manter a normoxia tecidual. A hipdxia local se desenvolve e pode
resultar em expressdo alterada de adipocinas, recrutamento pré-inflamatorio de macréfagos e

resisténcia a insulina (Elias et al, 2012; Haynes et al., 2018).

O tecido adiposo contém a maioria dos tipos de células imunoldgicas e a obesidade
aumenta seus numeros e ativacdo, particularmente de macrofagos. Outras células pro-
inflamatdrias encontradas no tecido adiposo incluem neutréfilos, células T CD4 Thi, células T
CD8, células B, células dendriticas e mastocitos. No entanto, o tecido adiposo também contém
células anti-inflamatorias cuja acao se opde a de células imunes pro-inflamatérias responsaveis
pela inflamacédo induzida pela obesidade nesse tecido. Estas células anti-inflamatorias incluem
células T CD4 reguladoras (Tregs), células T CD4 Th2 e eosindfilos. Assim, a inflamacéo do
tecido adiposo € moldada pela regulacdo da homeostase pro- e anti-inflamatoria das células
imunes, e a obesidade distorce esse equilibrio em direcdo a um estado mais pro-inflamatério
(Lee & Lee, 2014).

A resposta inflamatéria induzida pela obesidade é uma inflamag&o crénica de baixo
grau, iniciada pelo excesso de nutrientes nas células e sua incapacidade de armazena-los
adequadamente. A sinalizacdo inflamatoria € ativada no inicio da expanséo do tecido adiposo,
com o rompimento da homeostase energética produzida por um balanco energético positivo e,
no curso da obesidade cronica, distorce permanentemente o sistema imunolégico para um
fenotipo pré-inflamatorio. A resposta inicial é adaptativa para aliviar a pressdo anabdlica

produzida pela obesidade. No entanto, ao longo do tempo, essa resposta adaptativa se
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transforma em uma resposta mal-adaptativa e a natureza sustentada da inflamacdo indica uma
incapacidade de resolver a resposta inicial (Gregor & Hotamisligil, 2011; Saltiel & Olefsky,
2017).

A inflamacao cronica no tecido adiposo constitui um importante elo entre a obesidade e
suas sequelas fisiopatologicas. Com a expansédo do tecido adiposo, sobretudo o visceral, inicia-
se processo inflamatorio local que atinge tecidos a distancia e resulta em disfuncao de diversos
processos fisioldgicos associados a regulacdo da homeostase metabolica. Sdo observadas, entre
outras alteracdes, diminuicao da funcao da barreira intestinal, aumento do acumulo hepatico de
gordura e disfuncdo metabolica. A ativagdo das vias inflamatdrias interfere no metabolismo e
interrompe a sinalizacdo adequada da insulina, levando ao aumento do acimulo lipidico

ectdpico e inflamacéo sistémica (Reilly & Saltier., 2017).

A inflamacdo sistémica e o excesso de acidos graxos livres circulantes causados pela
disfungdo do tecido adiposo na obesidade podem afetar estruturas cerebrais. Citocinas
circulantes, acidos graxos livres e células imunes chegam ao cérebro, especificamente ao
hipotdlamo, e iniciam a inflamacéo local, incluindo a proliferacdo microglial. Outras regides
cerebrais, como o hipocampo e a amigdala, também sdo afetadas pela neuroinflamacéo induzida
pela obesidade. A disfuncdo hipocampal, com consequente comprometimento das funcoes
cognitivas e o descontrole dos centros de processamento de recompensa, sdo manifestacdes
neuroldgicas decorrentes da obesidade. Assim, a inflamacgdo central na obesidade leva ndo
apenas ao rompimento dos sinais de saciedade hipotalamicos e a perpetuacdo de comer em

excesso, mas também a resultados negativos na cognicao (Miller & Spencer, 2014).

Mais recentemente, o papel das alteragdes da microbiota intestinal vem sendo
reconhecido como um elo adicional para explicar a associagéo entre a obesidade e as desordens
do SNC (comprometimento cognitivo e alteracdes de humor e comportamento social). As
alteracdes da microbiota intestinal induzidas pela dieta obesogénica podem contribuir para a
neuroinflamacédo e desregulagdo do sistema neuroendocrino associado a obesidade e, assim,
comprometer a fungdo do SNC. Essa hipotese foi confirmada até certo ponto em modelos
experimentais, que investigaram a efetividade de alguns probidticos ou compostos que alteram
a microbiota intestinal, tanto atenuando a obesidade, quanto os transtornos neuroldgicos

associados (Agusti et al., 2018).
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2.3 OBESIDADE E AS ALTERACOES NO SNC

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais indicam que a obesidade e o consumo
exagerado da dieta ocidental podem causar danos estruturais e funcionais no SNC,
frequentemente associados a transtornos neuroldgicos incluindo, a depressdo, o transtorno
cognitivo e a doenca de Alzheimer (Komulainen et al., 2007; Panza et al., 2011; Kaidanovich-
Beilin & Mclntyre, 2012). Estudos clinicos comprovam que a obesidade na meia idade é um
fator de risco independente para o desenvolvimento de transtorno cognitivo e da doenca de

Alzheimer no envelhecimento (Kivipelto, 2001; Tolppanen et al., 2014).

O consumo excessivo de dieta hiperlipidica é associado a alteracbes de memoria e
aprendizado em criancas (Baym et al., 2014), adultos (Gibson & Jeanes, 2013) e em idosos
(Kanoski & Davidson, 2011), indicando que o consumo da “dieta ocidental” impacta a cogni¢do
durante todas as etapas da vida. Diversos estudos experimentais em roedores confirmaram que
o0 alto consumo de dieta rica em lipideos induz déficit cognitivo, especialmente em testes de
memoria dependente do hipocampo (Kaidanovich-Beilin & Mclintyre, 2012; Beilharz &
Morris, 2014; Attuguayefio et al., 2017).

Estudos de coorte indicam a associacdo bidirecional entre a obesidade e a depressao.
Em um estudo de base populacional de adultos jovens, mulheres obesas na infancia
apresentaram maior frequéncia de sintomas depressivos na idade adulta, e a gravidade desses
sintomas aumentou de acordo com a exposic¢ao a sindrome metabdlica ao longo da vida (Pulkki-
Raback et al., 2009). Ao tratar farmacologicamente pacientes idosos para a depressao, o estudo
de Mulvahill et al. (2017) demonstrou que, além de os individuos obesos demonstrarem maior
gravidade dos sintomas e cronicidade da depresséo, necessitaram de tempo mais prolongado de
tratamento para a remissao dos sintomas. E de especial interesse investigar esta associagio em
populacdes idosas, uma vez que ambas as condi¢cdes tém sua frequéncia aumentada pela idade
e produzem consequéncias adversas na qualidade de vida. Além disso, ha a hipotese de que um
subtipo vascular de depressdo pode existir, 0 qual esta etiologicamente ligado a alteracdes
metabolicas através de doencas vasculares (Marazziti et al., 2014). Se esta associacao for
verdadeiramente causal, a reducdo da prevaléncia da obesidade poderia levar a um declinio da

prevaléncia e incidéncia de depressdo na vida adulta.

A inter-relacéo entre a obesidade e o desenvolvimento de prejuizo cognitivo tem sido
demonstrada em estudos epidemiologicos e experimentais. De forma especifica, os dados
obtidos reportam a relacdo entre a presenca de fatores de risco vasculares, como

hipercolesterolemia, hipertensdo e obesidade durante a “meia-idade” e o desenvolvimento de
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comprometimento cognitivo em idades mais avancadas (Kivipelto et al., 2001, 2005; Peila et
al., 2001; Solomon et al., 2009; Tolppanen et al., 2012).

2.4  DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

A DHGNA ¢ definida como a presenca de esteatose hepética na auséncia de causa
secundaria para o acumulo de gordura hepética, como a hepatite viral crénica, o uso de
medicamentos e outras doencas cronicas do figado, tais como como hepatite autoimune ou
consumo significativo de alcool. A DHGNA ¢é categorizada histologicamente em figado
gorduroso ndo alcodlico (FGNA) e esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA). A FGNA é definida
como a presenca de esteatose hepatica sem evidéncia de lesdo hepatocelular na forma de
balonismo dos hepatocitos. O EHNA ¢ definido como a presenca de esteatose hepatica e

inflamacdo com lesdo nos hepatécitos (balonismo), com ou sem fibrose (Chalasani et al., 2012).

A DHGNA ¢é uma condigdo multifatorial e os mecanismos subjacentes ao seu
desenvolvimento ndo sdo completamente compreendidos. Varios fatores genéticos,
metabolicos, inflamatorios, nutricionais e ambientais contribuem para sua patogénese (Abu-
Shanab & Quigley, 2010). A DHGNA é atualmente a doenga hepatica cronica mais comum nos
paises desenvolvidos, devido a epidemia de obesidade. A DHGNA aumenta a morbidade e a
mortalidade relacionadas ao figado e, muitas vezes, aumenta o risco de outras comorbidades,

como diabetes mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares (Pappachan et al., 2017).

Uma meta-analise realizada por Younossi et al. (2016) estimou que cerca de 25% da
populagéo adulta no mundo possui DHGNA. Embora a DHGNA seja altamente prevalente em
todos 0s continentes, as maiores taxas de prevaléncia foram reportadas na América do Sul

(31%) e no Oriente Médio (32%), enquanto a menor prevaléncia foi relatada na Africa (14%).

A resisténcia a insulina é a caracteristica fisiopatolégica da DHGNA. O aumento do
fluxo de acidos graxos livres do tecido adiposo para érgdos ndo-adiposos, um resultado do
metabolismo anormal da gordura, leva ao acimulo hepatico de triglicérides e contribui para o
comprometimento do metabolismo da glicose e da sensibilidade a insulina no musculo e no
figado (Bugianesi et al., 2005). Os &cidos graxos livres provenientes da lipolise na gordura
visceral, liberados em grande quantidade na circulagdo portal, tém papel definitivo na génese
da resisténcia tecidual & agdo insulinica, tanto em nivel hepatico como periférico (Ribeiro Filho
et al, 2006).
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O receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa (PPAR-a) é um fator de
transcricao ativado por ligante envolvido na regulacdo de uma variedade de processos, variando
de inflamacdo e imunidade ao metabolismo de nutrientes e homeostase de energia. Além disso,
0 PPAR-a liga-se e ¢ ativado por numerosos acidos graxos e compostos derivados de acidos
graxos. O PPAR-a governa processos bioldgicos alterando a expressdo de um grande numero
de genes alvo. A capacidade de estimular a oxidagdo dos acidos graxos pela p-oxidagdo e
suprimir a inflamacao hepatica levou a exploracdo de agonistas deste receptor como uma opg¢ao
terapéutica para a DHGNA e, especificamente, para a esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA)
(Rakhshandehroo et al., 2010).

O PPAR-a € um dos principais reguladores dos genes envolvidos na oxidacao de acidos
graxos, que ocorre nas mitocéndrias, peroxissomos e microssomas do figado. A regulacdo dos
componentes individuais da B-oxidagdo depende da sua fungdo e posi¢do na cascata de [-
oxidacdo. Proteinas envolvidas no transporte de &cidos graxos para as mitocondrias [carnitina
palmitoiltransferase 1a  (CPT1A), carnitina palmitoiltransferase 2 (CPT2) e
carnitina/acilcarnitina translocase (SLC25A20)] e ativacao de acidos graxos [acil-coenzima A
desidrogenase (ACADM) e Acil-coenzima A oxidase 1 (ACOX1)] estdo entre os alvos diretos
(McMullen et al., 2014).

Ao aumentar a expressdo desses genes, os ligantes do PPAR-a ativam
significativamente a oxidacdo hepética de &cidos graxos, enquanto a inativacdo da expressao
do gene que codifica 0 PPAR-o resulta em actimulo macico de lipidios no figado,
hipocetonemia grave, hipoglicemia, hipotermia e aumento da concentracdo plasmatica de acido
graxo livre. O PPAR-a ¢ um fator chave no controle da adaptagao metabolica ao aumento dos
acidos graxos. Ao aumentar a -oxidacdo de acidos graxos e fornecer energia para a célula,
evita o acumulo e a toxicidade celular dos lipidios. Além disso, estimula a captacdo celular de
acidos graxos, aumentando a expressao da proteina de transporte de acidos graxos e da

translocase de acidos graxos (Monsalve et al., 2013).

2.5 MICROBIOTA INTESTINAL

O intestino humano é colonizado por 100 trilhdes de bactérias, que constituem a
microbiota intestinal. Esta microbiota é especifica para cada individuo, apesar da existéncia de
varias espécies bacterianas compartilhadas pela maioria dos adultos. Estudos demonstraram que

roedores e humanos magros e com excesso de peso podem apresentar diferencas na composi¢éo
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de sua microbiota intestinal. Em humanos, as diferengas na composi¢do da microbiota, genes
funcionais e atividades metabdlicas observadas entre individuos obesos e magros sugerem uma
contribuicdo da microbiota intestinal para esses fendtipos. Nos Ultimos anos, dados de
diferentes fontes estabeleceram um nexo causal entre a microbiota intestinal e a

obesidade/resisténcia a insulina (Saad et al., 2016; Gérard, 2016).

Muitos estudos apoiam a visdo de que uma mudanca na atividade metabolica da
microbiota intestinal pode contribuir para o desenvolvimento da obesidade, todavia nenhum
grupo identificavel de microrganismos intestinais foi estabelecido como agente causal da
obesidade. Evidéncias convergentes sugerem uma relacdo complexa entre o microbioma
intestinal, as vias metabolicas do hospedeiro, o sistema imunoldgico, o tecido adiposo, 0s
fatores genéticos, comportamentos e dieta do hospedeiro. A estreita interacdo entre a dieta, a
microbiota intestinal e o hospedeiro pode ser a base da antiga relacdo simbiotica entre 0s

microrganismos e o0s seres humanos (Sanmiguel et al., 2015).

Embora as relagdes de causa e efeito da microbiota intestinal com a obesidade ainda néo
estejam claras, a microbiota intestinal pode participar do metabolismo energético através da
coleta de energia a partir da dieta, regulacdo do armazenamento de gordura, regulacdo da
lipogénese ou regulacdo da oxidacdo de &cidos graxos. Além disso, diferencas na composi¢do
da microbiota intestinal em humanos e camundongos obesos sugerem que diferentes
microrganismos ou comunidades podem influenciar o peso corporal. A disbiose (composicéao
microbiana alterada do intestino) com outros fatores genéticos e ambientais predisponentes,
pode contribuir para os disturbios metabdlicos do hospedeiro, resultando em muitas doencas
(Gerard, 2016; Harakeh et al., 2016).

A comparacéo das bibliotecas de clones de 16S rDNA do intestino grosso em espécies
de mamiferos confirma que a distribuicdo dos grupos filogenéticos é semelhante,
independentemente da espécie hospedeira, com pequenas diferencas relacionadas aos grupos

de organismos (Wang et al., 2003).

A microbiota intestinal humana é dominada por cinco filos bacterianos (Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia) e um Archaea
(Euryarchaeota). Os grupos bacterianos menos prevalentes estdo distribuidos entre
Cyanobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Spirochaetes e TM7. Os trés filos mais
predominantes no intestino humano sdo Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes (Tremaroli
& Fredrik Backhed, 2012).
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O filo Firmicutes ¢ um filo grande abrangendo 274 géneros de bactérias
predominantemente Gram-positivas. Firmicutes s&o comuns no intestino de camundongos e
humanos e contém géneros relevantes, incluindo Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus
(varias cepas dos quais sdo probidticos) e os produtores de butirato Eubacterium,
Faecalibacterium e Roseburia. Em Bacteroidetes, Bacteroides, Prevotella e Xylanibacter
degradam uma variedade de glicanos complexos. O filo Actinobacteria consiste de bactérias
Gram-positivas, inclui Collinsella e Bifidobacterium (que contém cepas probidticas).
Proteobactérias comuns sdo Escherichia (da familia Enterobacteriaceae) e Desulfovibrio (que
contém bactérias redutoras de sulfato). A Verrucomicrobia foi recentemente descoberta e inclui
Akkermansia (que sdo especializados na degradacdo de muco) (Tremaroli & Fredrik Backhed,
2012; Greiner & Backhed, 2011).

A microbiota intestinal humana sofre maturacdo desde o nascimento até a idade adulta
e é ainda mais alterada com o envelhecimento (Figura 1). Em adultos, os Bacteroidetes e
Firmicutes sdo os filos predominantes, Actinobacteria representa um filo importante encontrado
na microbiota fecal infantil, muito acima de Firmicutes e Bacteroidetes. Na microbiota de
animais e humanos obesos ha uma razdo aumentada de Firmicutes para Bacteroidetes (o padrédo
de obesidade). A relacdo Firmicutes / Bacteroidetes sofre um aumento desde o nascimento até
aidade adulta e € alterada com a idade avancada. Pode estar ligada a mudancas gerais nos perfis
bacterianos em diferentes fases da vida (Mariat et al., 2009; Bell, 2015).
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Figura 1 - Microbiota humana: inicio e formacdo em estdgios e perturbacfes da vida. Medido por RNA 16S.
Fonte: Adaptada de Ottman et al., 2012.

Dois mecanismos principais parecem resultar em mudancgas na composicéo de espécies
da microbiota intestinal. Primeiro, diferentes espécies microbianas variam em suas capacidades,
determinadas por seus genomas, para utilizar substratos de origem alimentar e hospedeira.
Espera-se que isto determine o resultado da competicdo por substratos disponiveis no intestino
grosso, com certas espécies favorecidas em detrimento de outras quando substratos particulares
estdo em maior abundancia. Em segundo lugar, diferentes espécies podem variar em sua
tolerancia a uma ampla gama de fatores no ambiente intestinal, tais como pH alto ou baixo,
altas concentracOes de sais biliares ou baixas concentracGes de micronutrientes que tendem a

limitar o crescimento microbiano (Flint et al., 2015).

A microbiota intestinal pode contribuir para a inflamacéo de baixo grau através de uma
série de interacGes moleculares com o hospedeiro e, portanto, pode indiretamente participar do
aparecimento da obesidade e doencas metabdlicas. Acredita-se que os lipopolissacarideos
(LPS), também denominados endotoxinas, derivados da membrana celular externa de bactérias
Gram-negativas, iniciem o0s processos relacionados a inflamagdo através do aumento da
permeabilidade da barreira intestinal induzida pela disbiose (Boulangé et al., 2016).

Evidéncias atuais sugerem que uma composi¢cdo microbiana diferente pode influenciar
0 neurodesenvolvimento, comportamentos exploratérios e comunicativos e o desempenho

cognitivo e, por sua vez, o sistema nervoso pode influenciar indiretamente a composicao da
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microbiota entérica, por multiplos mecanismos, incluindo vias enddcrinas e neurdcrinas. Esta
hipGtese € apoiada por varias evidéncias mostrando mecanismos mutuos, que envolvem o nervo
vago, o sistema imunoldgico, a modulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal e os
metabolitos derivados das bactérias, como os acidos graxos de cadeia curta. Isso contribui
significativamente para estabelecer o conceito bem aceito do eixo microbiota-intestino-cérebro.
(Russo et al., 2018; Carlson et al., 2018).

Ainda é incerto como ocorre a comunicacdo bidirecional do eixo microbiota-intestino-
cérebro. Acredita-se que o aumento da permeabilidade intestinal tenha um papel chave neste
processo, haja vista que o afrouxamento da conex&o entre as células epiteliais do trato
gastrointestinal promove a troca de substancias entre o limen e a regido abdominal (bactérias e
produtos do metabolismo das bactérias). Algumas cepas de bactérias e seus metabdlitos podem
ter como alvo o cérebro diretamente através de estimulacdo vagal ou indiretamente através de

mecanismos imunoldgicos neuroenddcrinos (Lach et al., 2017; Torres-Fuentes et al., 2017).

Essencial para o desenvolvimento e funcdo do cérebro, a barreira hematoencefélica
(BHE) € uma barreira fisiol6gica que controla a passagem de moléculas entre o parénquima
cerebral e o sangue e, ao fazé-lo, permite o funcionamento adequado dos neurdnios. Também
garante a homeostase do sistema nervoso central (SNC). Braniste et al., (2014) demonstrou que
0 aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica, observado em camundongos sem
germes desde o inicio da vida, foi mantido na idade adulta. Esse aumento da permeabilidade
poderia ser anulado se os camundongos fossem expostos ao transplante fecal de material de
doadores saudaveis. As proteinas de juncdo estreita, que sdo importantes para a permeabilidade
da barreira hematoencefalica, sofreram alteracBes estruturais e tiveram reducdo de sua
expressao em camundongos sem germes. Em conjunto, estes dados demostram que as
alteracdes na microbiota nativa podem ter consequéncias de longo alcance para a funcéo de

barreira hematoencefalica no decorrer da vida.

Por meio da integragdo de vias de comunicagdo, 0 eixo microbiota-intestino-cerebro
controla  processos  fisiologicos  centrais, como  neurotransmissdo, neurogénese,
neuroinflamacdo e sinalizacdo neuroenddcrina. Todos estes processos estdo implicados em
respostas relacionadas ao estresse e na disfuncdo metabodlica mediada pela obesidade. A
desregulacdo da microbiota intestinal leva subsequentemente a alteragdes em diversos
processos fisiologicos do SNC contribuindo para o desenvolvimento de disturbios relacionados
ao estresse, incluindo ansiedade, depressdo e sindrome do intestino irritdvel e possivelmente o

dano cognitivo (Foster et al., 2017).
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Como a microbiota intestinal parece contribuir para quase todos os aspectos do
crescimento e desenvolvimento do hospedeiro, ndo é de surpreender que um enorme conjunto
de doencas e disfuncBes tenha sido associado a um desequilibrio em qualquer composicéo,

numero ou habitat da microbiota intestinal (Figura 2) (Sekirov et al., 2010).

Sistema Nervoso Central
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Figura 2 - Obesidade induz mudanca na composicdo da microbiota intestinal e a inflamacdo metabdlica em todo

0 organismo. Fonte: Adaptada de Guillemot-Legris & Muccioli, 2017.

26 MODELOS PARA ESTUDAR A MICROBIOTA INTESTINAL

Vérias estratégias tém sido usadas para estudar o impacto da microbiota intestinal na

funcdo cerebral, incluindo o uso de antibidticos, tratamentos com probidticos, transplante de
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microbiota fecal, estudos de infec¢do gastrointestinal e estudos com camundongos isentos de

germes.

Os camundongos isentos de germes, que sdo animais desprovidos de qualquer
contaminacdo bacteriana, oferecem a possibilidade de estudar o impacto da auséncia completa
de uma microbiota gastrintestinal sobre diversos pardmetros fisioldgicos, incluindo alteraces
comportamentais em testes padronizados. Camundongos isentos de germes também permitem
0 estudo do impacto de uma entidade particular (por exemplo, probidtico) no eixo microbiota-
intestino-cérebro, ajudando a fornecer informacfes sobre o papel dos microrganismos
intestinais na funcdo do hospedeiro. Também é possivel a conducdo de estudos de transplante
de microbiota fecal de condi¢des humanas especificas ou de modelos animais de doenga. No
entanto, camundongos isentos de germes tém déficits permanentes no desenvolvimento
neuroldgico e alteracfes no eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal, resultando em uma resposta
exagerada ao estresse. Ademais, 0s dados obtidos a partir de estudos em animais isentos de
germes ndo séo translacionais para doengas humanas, pois ndo representam nenhuma situagéo

real na populacdo humana (Luczynski et al., 2016; Grover, 2014; Gareau et al., 2010).

Estudos de infeccdo tém sido usados para avaliar os efeitos de bactérias patogénicas
sobre 0 SNC por meio de testes comportamentais. Os efeitos deste tipo de abordagem séo
mediados em grande parte pela ativacdo do sistema imunoldgico. Por outro lado, a
administracdo de antibidticos pode perturbar a composic¢do da microbiota de maneira controlada
temporalmente e clinicamente realista e, portanto, é uma ferramenta poderosa para avaliar o
papel da microbiota intestinal em diversos sistemas fisiopatoldgicos. No entanto, muitos
antimicrobianos tém efeito sistémico e isso deve ser levado em consideracdo ao interpretar seus
efeitos (Cryan & Dinan, 2012).

Em resumo, a variedade de técnicas para manipulacdo da microbiota intestinal,
possibilita o avan¢co na compreensdo de como a composicao da microbiota influencia o cérebro
e a execucdo de comportamentos especificos. Este tipo de abordagem permitird uma
compreensdo mais completa da comunicacao do eixo cérebro-intestino em estados de disfuncéo
metabolica que ocorre por exemplo na obesidade (Dinan & Cryan, 2013). Dessa forma, a
hipotese deste estudo foi de que a modulagcdo da microbiota intestinal esta envolvida na
disfungdo cognitiva associada a obesidade e na expressdo de genes relacionados ao

metabolismo lipidico hepatico.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da microbiota intestinal sobre a disfuncdo cognitiva induzida pela dieta
hiperlipidica e sobre a expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico hepéatico em

camundongos.

36 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da administracdo de antibi6ticos para modulacdo da microbiota
intestinal de camundongos C57BL/6 machos, alimentados com dieta normo ou hiperlipidica,
sobre as seguintes variaveis na vida adulta:

e Ganho de peso, ingestdo de energia e ingestdo hidrica.

e Glicemiaem jejum.

e Testes comportamentais (campo aberto, reconhecimento de objeto e suspensdo pela cauda).
e Anadlise da microbiota intestinal pela sequéncia do gene 16S rRNA em DNA extraido de

amostras fecais.

Avaliar o efeito da administracdo de antibidticos para modulacdo da microbiota
intestinal de camundongos C57BL/6 e ob/ob machos, alimentados com dieta normo ou
hiperlipidica, sobre as seguintes variaveis na vida adulta:

e Expressao de genes relacionados a lipogénese e processo inflamatorio no figado.

e Caracteristicas histologicas do tecido hepatico.



33

4 MATERIAL E METODOS
41 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados com animais seguiram as recomendagdes do Guia para
Saude e Uso de Animais de Laboratério da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao de
Animais para Fins Cientificos, do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) (Brasil, 2013). Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (CEUA-UNB) com
numero de protocolo ne 3/2017 - Anexo A.

A eutanasia foi realizada de acordo com as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
CONCEA (Brasil, 2018) e do Guia para Boas Prética para Eutanasia em Animais do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2013). Ap0s eutanasia as carcacas dos animais foram
descartadas seguindo as normas para este tipo de residuo, Lei Nacional de Residuos Solidos N°
12.305/2010.

42 MODELO ANIMAL E DIETA

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 6 semanas de idade provenientes
do biotério da Universidade Catdlica de Brasilia. Os animais foram separados em grupos de 4
animais e mantidos em microisoladores, com temperatura controlada (23-25°C) e ciclo
claro/escuro de 12 horas cada (escuro entre 18h00 e 6h00). Os animais passaram por uma

semana de adaptacao antes do inicio do tratamento.

Para complementar a investigacdo do papel da microbiota sobre a expressao de genes
relacionados ao metabolismo lipidico hepatico foram utilizados camundongos ob/ob machos
(espécie Mus musculus, Ordem Rodentia, Familia Muridae, cepa C57BI/6J), isogénicos,
obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia,
da Universidade Federal de S&o Paulo — CEDEME. Os animais chegaram ao Biotério da UnB
na 122 semana de vida e tiveram 1 semana de adaptacdo ao novo ambiente antes de iniciar o
tratamento. Os camundongos ob/ob foram individualizados e mantidos em microisoladores,
com temperatura controlada (23-25°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas cada (escuro entre

18h00 e 6h00). No caso do experimento com os camundongos ob/ob, o material (RNA hepatico
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e tecido hepatico para histologia) foram oriundos de outro projeto de pesquisa desenvolvido
previamente no Laboratério de Farmacologia Molecular (Viana, 2018).

A leptina é o produto especifico do adipocito do gene ob. Sua expressdo em animais
alimentados reflete o tamanho dos adipdcitos e a massa de gordura corporal. A leptina sinaliza
0 status dos estoques de energia do corpo para o cérebro, onde 0s sinais emanam para regular
a ingestdo de alimentos e o0 gasto energético de todo o corpo. O gene da leptina foi identificado
no camundongo ob/ob obeso deficiente em leptina (Lep-Ob-/-) por técnicas de clonagem
posicional. Camundongos ob/ob deficientes em leptina sdo um dos modelos de obesidade mais
investigado. Eles apresentam fendétipo de obesidade moérbida, hiperfagia, resisténcia a insulina
e infertilidade (Houseknecht & Portocarrero, 1998; Shimizu et al., 2017).

Agua e dieta foram fornecidos ad libitum e os animais foram alimentados com dieta
controle (CD) ou dieta hiperlipidica (HF). A dieta normolipidica (64,0% de carboidratos, 20,3%
de proteinas e 15,8% de lipideos) ou hiperlipidica (27,6% de carboidratos, 15,2% de proteinas,
57,2% de lipideos), foram fornecidas na forma de pellet e obtida da empresa
PRAGSOLUCOES Biociéncias®. A composicdo da CD e da HFD estdo apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1 — Composigao das dietas controle e hiperlipidica.

Normolipidica Hiperlipidica
Ingrediente kcal Y%okeal kcal Yokeal
Amido de milho 1590 39,8% 638 11,9%
Caseina 800 20,0% 800 15,0%
Amido dextrinizado 528 13,2% 400 7,5%
Sacarose 400 10,0% 400 7,5%
Oleo de soja 630 15,8% 360 6,7%
Mix vitaminas AIN-93 40 1% 40 0,7%
L-cistina 12 0,3% 12 0,2%
Banha 0 0% 2700 50,5%
Total 400 100% 5350 100%

Valores referentes a 1kg de dieta. Fonte: PRAGSOLUCOES Biociénciase

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo in vivo foi conduzido seguindo dois delineamentos experimentais. No

primeiro, os camundongos C57BL/6 alimentados com CD ou HFD e foram tratados com
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veiculo ou antibidticos (AB) para investigar o papel da microbiota intestinal sobre disfuncéo
cognitiva. No segundo, inclui-se camundongos ob/ob que foram alimentados com CD e tratados
com veiculo ou AB para auxiliar na investigacdo do papel da microbiota sobre a expressao de

genes relacionados ao metabolismo lipidico hepatico.

4.3.1 Experimento 1

Com a idade de 7 semanas, os camundongos C57BL/6 foram separados em 4 grupos
nos dois cenarios de dieta, normolipidica ou hiperlipidica, designados em:

(i) CD e veiculo (CD), animais que receberam dieta controle e tratamento com veiculo
(n=6).

(i)  CD eantibidticos (CD+AB), animais que receberam a dieta controle e o tratamento
com antibidticos (n=6).

(ili)  HFD e veiculo (HFD), animais que receberam dieta hiperlipidica e tratamento com

veiculo (n=6).

(iv)  HFD e antibidticos (HFD+AB), animais que receberam a dieta hiperlipidica e o
tratamento com antibidticos (n=6).

Para a modulacdo da microbiota intestinal, o regime de antibidticos utilizado foi de
ciprofloxacina 0,2 g/L, cujo espectro de acdo inclui de bactérias Gram-negativas, e vancomicina
0,5 g/L, cujo espectro de acao inclui bactérias Gram-positivas, da 102 a 15% semana (5 semanas),
na agua potavel, conforme esquema utilizado previamente por Suez et al. (2014). Ambos 0s
antibidticos foram diluidos na agua filtrada e para a completa diluicdo da ciprofloxacina foi
necessario acrescentar 280 pL/L de acido acético glacial. A troca das solugdes de antibioticos
aconteceu duas vezes por semana. Os animais que ndo pertenciam aos grupos tratados com

antibioticos receberam apenas agua filtrada.

As fezes foram coletadas na 102 e 15% semana, antes e ao final do tratamento com AB,
para analise da microbiota intestinal pelo sequenciamento do gene 16S rRNA em DNA extraido

das fezes.

Na 122 semana foi realizado o teste de tolerdncia a glicose (TTG). Os testes
comportamentais foram realizados na 142 semana. O peso corporal (em gramas) e a ingestao de

dieta (em gramas) foram mensurados semanalmente entre a 72 e a 14 semanas de vida, e 0
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consumo de &gua (em mL) duas vezes por semana. A partir dos dados obtidos, foram calculadas

as seguintes variaveis:

(i) Ganho de peso (em g) durante o tratamento: peso ao final do tratamento — peso no

dia de inicio do tratamento.

(ii) Ingestdo hidrica durante o tratamento: expressa como ingestdo média (mL) diaria
(mL/d).

(iii) Energia ingerida durante o tratamento: soma da energia ingerida durante todo o

periodo de tratamento, considerando a quantidade de energia, em kcal, por grama de dieta.

A eutanéasia aconteceu na 15 semana. Um total de 24 animais foram anestesiados com
isofluorano e submetidos a decapitagdo. Foram retiradas amostras de figado, armazenadas para
analise histoldgica e expressdo génica por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real. O sangue foi puncionado do coracdo ap0s a eutanasia, centrifugado por 10 min a

3000 g e armazenado a -80°C.

As fezes coletadas antes do tratamento com antibioticos e ao final do experimento, para
avaliar a composicdo da microbiota intestinal, foram processadas para extracdo do DNA e

sequenciamento do gene 16S rRNA.

O delineamento experimental esta esquematizado na figura a seguir:

Che.gad.? ao . D'u.:ta . Tratamento TG Testes Eutanisia
Biotério Hiperlipidica Antibidticos Comportamentais
| Coleta de <> | | Coleta de =
H sem 7 sem Fezes 10 gem 12 sem 14sem T2 15sem

Figura 3 - Camundongos C57BL/6 machos foram tratados com dieta normo ou hiperlipidica, da 72 a 15% semanas
de vida. Da 10? semana ao final da 152 semana de vida, 3 grupos de animais receberam, adicionalmente, tratamento
com antibidticos na &gua de beber, para promover a modulagdo da microbiota intestinal. Com 12 semanas de vida,
os camundongos foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose (TTG) e na 142 semana os animais fizeram os
testes comportamentais. Os animais foram eutanasiados na 152 semana, momento em que foram coletados fezes,

sangue e tecidos para posterior avaliagdes.
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4.3.2 Experimento 2

Dez camundongos ob/ob machos com 12 semanas de idade foram divididos em dois

grupos:
0] ob/ob e veiculo (ob), animais alimentados com CD tratados com veiculo (n=5).

(i)  ob/ob e antibidticos (ob+AB), animais alimentados com CD tratados com

antibidticos (n=5).

Os antibioticos ciprofloxacina e vancomicina foram administrados na &gua de beber nas
concentracdes de 0,2 g/L e 0,5 g/L, respectivamente, durante 4 semanas (da 172 a 21% semanas
de vida). Na 212 semana 0s animais foram eutanasiados por decapitacdo. Foram coletadas amostras

de figado, que foram armazenadas a -80°C para avaliacdo da expressdo génica.

Como descrito anteriormente, estes animais foram objeto de outro projeto desenvolvido
no Laboratdrio de Farmacologia Molecular, com o objetivo de investigar o efeito da modulacéo
da microbiota intestinal com antibioticos sobre o efeito hiperglicemiante das estatinas (Viana,
2018). Para este estudo, foram utilizados somente amostras dos grupos experimentais controle

(veiculo ou uso de antibidticos).

O delineamento experimental esta esquematizado na figura a seguir:

Chegada ao Tratamento

Biotério Antibioticos ~ CUtanasia
12 sem 17 sem 21 sem

Figura 4 - Camundongos ob/ob machos foram alimentados com dieta normolipidica e a partir da 172 semana
ao final da 212 semana de vida tratados com controle (n=5) ou antibi6ticos na &gua de beber, para promover
a modulacéo da microbiota intestinal (n = 5). Ao final da 212 semana de vida, 0s animais foram eutanasiados

e foi coletado o figado para avaliacéo posterior.

44  TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TTG)

O TTG foi realizado ap6s jejum diurno de 6 horas, sem restricdo de acesso a agua.

Coletou-se amostra de sangue da cauda para determinacdo da glicemia basal (tempo zero) e,
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posteriormente, 0s animais receberam por via intraperitoneal solugéo de glicose, na dose de
1g/kg de peso corporal. Amostras de sangue da cauda foram coletadas apés 15, 30, 60, 90 e 120
minutos da injecdo de glicose e analisadas com tiras reativas em glicosimetro (Accuchek

Performa, Roche).

45 TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto foi utilizado para investigar a atividade locomotora dos animais,
a fim de excluir a possibilidade de que uma alteracdo no tempo de reconhecimento de objeto e
imobilidade, avaliado nos teste de reconhecimento de objeto e suspenséo pela cauda (descritos
a sequir) fosse devida a alteracdes da atividade locomotora. A tendéncia natural do animal em
um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do estresse e do conflito provocado pelo ambiente
novo (Prut e Belzung, 2003). Isso permite uma mensuracdo do nivel de excitabilidade do
sistema nervoso. O teste foi realizado em uma arena feita de madeira com assoalho branco,
dividido por linhas pretas em 19 quadrantes e cercado por paredes elevadas com 50 cm de
altura. Cada camundongo foi colocado no centro do campo aberto e o numero total de
cruzamentos foi registrado por 5 minutos. Um cruzamento foi registrado quando o animal

atravessou um quadrante com as quatro patas.

46  TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETO

O teste de reconhecimento do objeto avalia a memoria de reconhecimento em roedores.
A tarefa de reconhecimento de objetos avalia a habilidade de roedores em reconhecer um novo
objeto na arena utilizada no teste de campo aberto. Neste teste, ndo ha reforgos positivos ou
negativos, e esta metodologia afere a preferéncia natural por novos objetos exibida por
roedores. O procedimento experimental consiste de trés fases: habituacdo, familiarizagdo e a
fase de teste (Clark et al, 2000).

No teste de reconhecimento de objeto, o animal é familiarizado com um objeto e, entdo,
apos uma hora, € apresentado simultaneamente a0 mesmo objeto e a um novo objeto. Os objetos

utilizados apresentam nivel exploratério, complexidade fisica e tamanho similares.
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Neste estudo, foi inicialmente realizada uma sessdo de treino. Para isso, dois objetos
idénticos foram apresentados aos camundongos. Neste momento, foi registrado o tempo de
exploracdo de cada um dos objetos colocados na arena, durante 5 minutos. Os animais
retornaram as suas gaiolas imediatamente depois do treino. Uma hora apés o treino, os animais
foram reintroduzidos no campo aberto que continha um objeto novo e um objeto previamente
explorado. Neste periodo registrou-se, novamente, o tempo de exploracdo de cada um dos
objetos durante 5 minutos. Os seguintes comportamentos foram considerados como exploragédo

do objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia.

Para medir a memdria de reconhecimento, foi calculado o indice de discriminacdo

(Greco et al., 2010), com a seguinte formula:

indice de discriminacdo = t(s) A2 x 100
t(s) A2 +t(s) Al

Em que A2 foi o tempo gasto pelos animais explorando o objeto novo e Al foi o tempo
gasto pelos animais explorando o objeto previamente explorado.

5 min 5 min 5 min
Habituagdo no Teste de Campo Aberto Teste de Reconhecimento de Objeto

Figura 5 - Esquema dos Testes de Campo Aberto e Reconhecimento de Objeto. Fonte: Adaptado de Leger
etal., 2013.

47  TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA

Obijetivo do teste € avaliar a atividade depressiva em modelo experimental. Medidas
relacionadas a resignagdo (“‘desespero comportamental”) sdo utilizadas como o principal
parametro comportamental nos testes de avaliagdo de atividade antidepressiva em
camundongos, como o0 teste da suspensdo pela cauda. Animais submetidos a curtos e

inescapaveis periodos de estresse sendo suspendidos pela cauda, apresentam dois tipos de
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comportamentos alternados, a agitagdo, caracteristica da tentativa de escape da situacdo de
estresse, e a imobilidade (Steru et al., 1985). Portanto, os camundongos sdo considerados
imoveis quando houve auséncia de movimento ou movimentacdo passiva. A duracdo total da
imobilidade induzida pela suspensdo pela cauda foi registrada por observador experiente
durante o periodo total de 6 minutos, em que os camundongos ficaram suspensos a 50
centimetros do chdo, presos por uma fita adesiva a 1 centimetro da base de suas caudas
(Brocardo et al., 2008).

48 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

A concentracdo sérica de triglicerideos, HDL colesterol (HDL-c), fosfatase alcalina,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram analisadas por
método enzimatico utilizando kits comerciais (TG color GPO/PAP AA liquida, HDL Colesterol
monofase AA plus, GPT [ALT] UV AA liquida, GOT [AST] UV AA liquida, ALP 405 AA
liquida, da Wiener lab.), de acordo com as instrugdes do fabricante, em analisador quimico
automatico (CT600i, Wiener, Brasil).

49 ANALISE DA COMPOSICAO DA MICROBIOTA INTESTINAL PELA
SEQUENCIA DO GENE 16S rRNA

A avaliacdo da composicdo da microbiota intestinal foi realizada pela empresa

Neoprospecta Microbiome Technologies (Christoff et al., 2017).

Para isso, foi utilizado um protocolo de PCR de dois passos, ou duas rea¢6es de PCR.
Na primeira reacdo de PCR, foram utilizados os primers V3-V4 341F-806R, pois esse par tem
grande cobertura taxonémica em bactérias e Archaea. Em seguida, utilizaram-se os primers V3-
V4; os primeiros primers de PCR contém as sequéncias lllumina baseadas no adaptador de
estrutura TruSeq (lllumina, San Diego, CA), permitindo a segunda PCR com sequéncias de
indexacdo. As reacdes de PCR foram sempre realizadas em triplicatas utilizando Platinum Tag
(Invitrogen, EUA) com as condigdes: 95°C por 5 min, 25 ciclos de 95°C por 45s, 55°C por 30s
e 72°C por 45s e extenséo final de 72°C por 2 min para PCR 1. Para PCR 2 as condigdes foram
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95°C por 5 min, 10 ciclos de 95°C por 45s, 66°C por 30s e 72°C por 45s e uma extens&o final
de 72°C durante 2 min.

Para comparacéo, o protocolo Illumina 16S foi usado conforme descrito (Nota Técnica
da lllumina 15044223 Rev. B, 2017). As bibliotecas foram sequenciadas em um sistema MiSeq,

usando os primers padrdo Illumina fornecidos no kit.
410 ANALISE HISTOLOGICA

Para a andlise histoldgica, as amostras do tecido hepéatico foram fixadas em formol
salino a 10%. Foram desidratados em uma série gradativa de solugdes alcodlicas; alcool etilico
70%, 80%, 95% e 3 passagens no alcool absoluto. Depois, as amostras de figado passaram pelo
processo de clareamento com xilol, impregnacdo em parafina, com o auxilio do histotécnico
Oma DM-40. Foram feitos cortes de 5 um de espessura, no micrétomo Leica Biosystems,
modelo RM 2235 (Leica Biosystems, Alemanha). A etapa de coloracdo foi feita com
hematoxilina-eosina, para analise das amostras teciduais quanto a ocorréncia de alteracdes
morfologicas. As laminas histologicas foram analisadas com o scanner Aperio AT Turbo
(Copyright © 2013 Leica Biosystems Imaging, Inc) no aumento de 20x. As imagens
histoldgicas digitalizadas foram visualizadas utilizando o programa de leitura de imagens
Aperio ImageScope (Copyright © Aperio Tecnologiches, Inc. 2003 2014. All Rights Reserved).

411  ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

O RNA total foi extraido das amostras de figado. Para isso, as amostras foram
descongeladas e homogeneizadas com 15 mL de reagente Trizol (Invitrogen, Life
Technologies) na proporcdo de 0,1g de tecido por mL de Trizol, com a utilizacdo de um
homogeneizador de tecidos. As amostras de tecido foram entdo incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos e, em seguida, centrifugadas a 14000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C,
com formacdo de uma fina camada de gordura na parte superior do tubo, que foi descartada e

as amostras centrifugadas novamente.

O sobrenadante foi entdo transferido para microtubos de 1,5 mL e o pellet descartado.
Foram adicionados 200 uL de cloroféormio por mL de Trizol utilizado na etapa de
homogeneizacdo. Os tubos foram agitados em voértex durante 15 segundos, incubados a

temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugados a 14 0000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C.
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Houve a formacao de trés fases, fase inferior de coloragdo vermelha, que contém o DNA,; fase
intermediéria de coloracdo branca, contendo proteinas; e fase superior incolor, que contém o
RNA. Apenas a fase superior (aquosa) que contém o RNA foi transferida para outro microtubo
de 1,5 mL, onde foram adicionados 500 pL de isopropanol absoluto (por mL de Trizol utilizado
na etapa de homogeneizacdo). Os tubos foram agitados em vortex, incubados durante 10
minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 14 000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C, com
formacéo de pellet de RNA. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de
etanol 75% gelado. Os tubos foram agitados em vértex e centrifugados a 9000 rpm, durante 5
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os tubos vertidos sobre gaze estéril para
secagem do pellet. O pellet foi entdo ressuspendido em volumes de 20 a 50 pL de agua
deionizada tratada com dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC 0,1%) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

EUA) e as amostras mantidas a -80°C até sua utilizacao.

4.11.1 Quantificacdo do RNA total e determinacgédo da pureza da amostra

A concentracdo de RNA total e o0 grau de pureza das amostras foram determinados no
espectrofotbmetro de microvolume Nanovue (GE Health Sciences®, Life Sciences,
Buckinghamshire, UK), utilizando-se 1 pL da amostra. A concentragdo de RNA, fornecida
automaticamente pelo equipamento em pg/uL, é determinada pelo seguinte célculo: (DO 260
nm x 40) / 1000, em que DO 260 representa o valor da densidade dptica da amostra determinada
no comprimento de onda 260 nm. O grau de pureza da amostra, também fornecido
automaticamente pelo equipamento, é calculado pela razdo entre as densidades Opticas nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm. As amostras sdo consideradas satisfatdrias quando essa
razao se mantiver entre 1,6 e 2,2, uma vez que estes valores representam baixa contaminacéo
da amostra com proteinas. Nessa perspectiva, foram utilizadas somente as amostras que se

enguadraram nos parametros anteriormente citados.

4.11.2 Tratamento do RNA com DNase |

As amostras de RNA total foram tratadas com enzima desoxirribonuclease (DNAse)

(Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, EUA) durante 10 minutos, a temperatura ambiente e de acordo
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com o protocolo do fabricante, com a finalidade de evitar possibilidade de contaminagdo com

DNA gendmico e, consequentemente, sua influéncia sobre a avaliagdo da expressédo génica.

4.11.3 Avaliacdo da integridade do RNA

Para determinar a integridade do RNA nas amostras, foi realizada eletroforese em gel
de agarose a 1%, com o objetivo de visualizagdo do RNA ribossdmico 18S e 28S. A observacgao
de bandas correspondentes ao RNA ribossémico 18S e 28S foi considerada indicio de nédo

degradacdo de RNA nas amostras.

4.11.4 Analise da expressao génica (RNAm) por PCR em tempo real quantitativa

A transcricdo reversa (RT) e aamplificacdo do cDNA foram realizadas a partir do RNA
total extraido das amostras, em unico passo, por PCR quantitativa em tempo real utilizando o
kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-Step (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O
produto de amplificacdo de cada amostra foi analisado pelo fluoréforo SYBR® Green. A
fluorescéncia detectada é representada por meio do Ct (ciclo limiar, cycle threshold), que
representa o ciclo na reacdo de amplificacdo a partir do qual a amplificacdo se torna

exponencial.

As reacdes foram preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Optical, Applied
Biosystems), em duplicatas, para um volume final de 10 pL. Uma reagdo sem amostra de RNA
(controle negativo) foi realizada para cada par de primers, a fim de se verificarem possiveis
contaminacoes.

As reacOes foram conduzidas em termociclador AB7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). As sequéncias dos iniciadores ou primers utilizados estdo descritas na Tabela
2.



44

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados para determinagdo da expressdo génica por PCR quantitativa em
tempo real.

Primer Proteina correspondente Sequéncia

ACOX1 Acil-CoA Oxidase F:5-TTTGTTGTCCCTATCCGTGAGA-3’
R: 5>-GCCGATATCCCCAACAGTGA-3’

CPTIA Carnitina Palmitoil Transferase F: 5>~ CTCAGTGGGAGCGACTCTTCA -3’
R: 5°- GGCCTCTGTGGTACACGACAA -3’

Gapdh Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase  F: 5>-AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’
(GAPDH) R: 5’-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’
PPAR-a Receptor ativado por proliferadoresde  F: 5’- GCAAACTTGGACTTGAACG-3’
peroxissomos alfa R: 5’- AGGAGGACAGCATCGTGAAG-3’
TNF- a Fator de Necrose Tumoral Alfa F: 5’- CCTCACACTCAGATCATCTTCT -3’

R: 5> - GCTACGACGTGGGCTACAG -3’

As condic¢des de termociclagem durante a PCR foram:
- Programa de transcrigéo reversa: 48°C durante 30 minutos;
- Ativacdo da Taq DNA polimerase: 95°C durante 10 minutos;

- Quarenta ciclos de desnaturacdo (95°C durante 15 segundos), anelamento e amplificacdo
(60°C durante 1 minuto);

- Curvas de dissociacdo (programa de dissociacao do produto de amplificacdo): realizado apds
cada reagdo com o objetivo de se verificar sua especificidade, confirmando a auséncia de
formacdo de dimeros de primers e/ou de produtos inespecificos de amplificacdo. Para isso, as
amostras foram submetidas a aumentos gradativos de temperatura (acréscimos de 0,3°C) de
60°C para 95°C. A medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia decresce. O ponto
correspondente ao decaimento mais acelerado do sinal de fluorescéncia € denominado de
temperatura de dissociacdo, Tm (melting temperature) e determina 0 momento em que 0
produto de PCR apresenta-se 50% em fita dupla e 50% em fita simples. A Tm é especifica para
cada sequéncia de DNA amplificada e, assim, espera-se que apenas um pico de decaimento seja
detectado para cada par de primers utilizado.

A expressdo relativa do RNAm para cada um dos genes alvo foi determinada pelo
método comparativo AACt, com normalizacdo para o gene de referéncia que codifica a
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh). Para isso, os valores de Ct obtidos para cada
amostra nas reacOes de amplificacdo dos genes alvo (cuja expressao se objetivou quantificar)
foram subtraidos do valor do Ct obtido para as mesmas amostras nas reacdes de amplificagdo

do gene referéncia (Gapdh), sendo obtido o ACt.
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ACt = Ct gene alvo — Ct gene referéncia

A quantificacdo relativa de cada gene alvo foi obtida por meio do método de comparacéo
de Ct ou AACt. Segundo este método, a expressdo relativa do gene alvo corresponde ao valor

obtido pela formula aritmética 2-AACt, em que AACt = ACt intervengao — ACt calibrador.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos relativos ao peso, consumo de agua e dieta e teste de tolerancia a
glicose foram expressos como média e erro padrao da média de cada grupo de tratamento. Todas
as analises foram realizadas com a utilizacdo do programa GraphPad Prism versdo 5.0 para
Windows. O teste t de Student ndo pareado foi usado para comparar a média entre dois grupos,
a andlise de variancia Kruskal-Wallis ANOVA seguido pelo pés-teste Dunns foi usada para
comparar as médias entre multiplos grupos, e a analise de variancia de dois fatores (two-way
ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni foi utilizada para comparar as medias entre
multiplos grupos quando se tinha tratamento em relacdo ao tempo. O critério de significancia
para todas as analises foi o valor p < 0,05. Anélise de coluna para teste de reconhecimento de
objeto para determinar se o indice de discriminacdo difere significativamente de um valor

tedrico de 50% (i.e., nivel de chance). * p < 0,05 versus 50% (objeto novo).
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5 RESULTADOS

51 EFEITO DO TRATAMENTO COM ANTIBIOTICOS E DIETA
HIPERLIPIDICA SOBRE A COMPOSICAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

A composicdo da microbiota intestinal dos animais alimentados com as duas dietas (CD
e HFD) foi avaliada antes e depois do tratamento com antibidticos. Os animais alimentados
com CD apresentaram maior variedade de filos predominantes, enquanto o grupo alimentado
com a HFD apresentou o filo Firmicutes com maior predominancia. O tratamento com
antibidticos alterou significativamente a composicdo da microbiota intestinal. Houve um
aumento na representagédo dos filos Firmicutes e Proteobacteria no grupo CD+AB, comparado
ao grupo CD. Por outro lado, os camundongos HFD+AB apresentaram diminuicdo em
Firmicutes e aumento na representacdo de Proteobacteria, quando comparados com o grupo
HFD (Figura 6A). A composicao da microbiota intestinal individual inicial e final € apresentada
no Anexo B.

A composicao inicial da microbiota intestinal pelo grupo CD foi de 36% Firmicutes,
23% Bacteroidetes, 16% Proteobacteria, 14% Verrucomicrobia, 9% Actinobacteria e 2% de
Deferribacteres. No grupo CD+AB, antes do tratamento com antibiéticos, foi de 33%
Verrucomicrobia, 32% Firmicutes, 21% Bacteroidetes, 10% Proteobacteria, 2% Actinobacteria
e 2% de Deferribacteres. Inicialmente ambos 0s grupos apresentaram maior representatividade
das espécies Lactobacillus murinus e Clostridium leptum para o filo Firmicutes,
Parabacteroides goldsteinii e Bacteroides xylanisolvens no filo Bacteroidetes, Akkermansia

muciniphila no filo Verrucomicrobia.

Ao final do experimento, a composicdo da microbiota intestinal foi de 35% Firmicutes,
8% Bacteroidetes, 7% Proteobacteria, 43% Verrucomicrobia, 7% Actinobacteria e 0% de
Deferribacteres no grupo CD. No grupo CD+AB a composigéo final foi de 51% Firmicutes e
49% de Proteobacteria. Ndao houve mudancas significativas na proporcdo de espécies de
bactérias no grupo CD. Contudo, o grupo CD+AB teve predominancia das espécies
Pediococcus pentosaceus e Lactobacillus reuteri no filo Firmicutes e Helicobacter bilis no filo

Proteobacteria

Nos grupos alimentados com HFD a composicdo inicial foi de 88% Firmicutes, 10%
Proteobacteria, 1% Bacteroidetes, 1% Deferribacteres e 0% de Verrucomicrobia e

Actinobacteria para o grupo ndo tratado com antibidticos e de 97% Firmicutes, 2%
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Bacteroidetes, 1% Actinobacteria e 0% para Deferribacteres, Verrucomicrobia e Proteobacteria
no grupo tratado. As espécies mais prevalentes nos grupos alimentados por HFD foram
Lactobacillus murinus e Clostridium coccoides do filo Fimicutes, Bacteroides intestinalis para

o filo Bacteroidetes e Enterorhabdus mucosicola do filo Actinobacteria.

A composicao final da microbiota intestinal foi de 94% Firmicutes, 3% Actinobacteria,
2% Bacteroidetes, 1% Proteobacteria e 0% para Deferribacteres e Verrucomicrobia no grupo
HFD e 94% Proteobacteria, 6% Firmicutes e 0% para Deferribacteres, Verrucomicrobia,
Actinobacteria e Bacteroidetes no grupo HFD+AB. Também ndo houve mudancas na
predominancia das espéecies de bactérias do inicio para o final do experimento no grupo HFD,
entretanto houve mudancas na microbiota do grupo HFD+AB, com predominancia de
Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis no filo Firmicutes e Helicobacter bilis no filo

Proteobacteria.

Os animais alimentados com dieta controle apresentaram reducdo significativa da
representacdo do filo Bacteroidetes apds o tratamento com antibidticos. De fato, a representacdo
deste Filo ficou praticamente nula. Nos animais alimentados com HFD nédo foi observado
alteracdo da razdo Bacteroidetes/Firmicutes ao final do estudo, com diminui¢do dos

Bacteroidetes induzida pela dieta, mesmo com o tratamento com antibioticos (Figura 6B).
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Figura 6 — Avaliagdo da composi¢do da microbiota intestinal no inicio (10 semanas, antes do tratamento com
antibioticos) e final (15 semanas, ap6s tratamento com antibiéticos) do tratamento com antibidticos. (A)
Composicdo da microbiota intestinal determinada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA em DNA extraido de
amostras fecais, representada em filos. (B) Razdo entre os filos Bacteroidetes/Firmicutes. n= 4-5 animais por
grupo.
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52 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM
ANTIBIOTICOS SOBRE A MASSA CORPORAL, INGESTAO DE ENERGIA E
INGESTAO HIDRICA

A massa corporal, expressa tanto em massa (em g) em funcdo da idade (em semanas),
quanto em ganho de massa no periodo do acompanhamento, foi analisada considerando-se
todos 0s grupos em conjunto, apenas 0s grupos gque foram alimentados com o mesmo tipo de
dieta, ou os grupos que receberam CD em comparacdo com HFD ndo submetidos a tratamentos

com antibioticos.

Quando comparados todos os grupos, foi observado que os camundongos que receberam
a HFD e antibidticos (HFD+AB) apresentaram aumento significativo do peso, avaliado em
funcdo da idade (Figura 7A), e aumento significativo do ganho de peso (Figura 7B). O
tratamento com antibidticos ndo modificou significativamente o peso dos camundongos
alimentados com CD, nas analises realizadas considerando-se todos 0s grupos em conjunto
(Figuras 7A e 7B) mas levou a um aumento ndo significativo (p=0,1320) quando comparado

nos grupos que receberam CD (Figuras 7C e 7D).

Na comparacdo somente dos grupos alimentados com CD ou HFD, foi observado que a
HFD induziu aumento de peso significativo em relagdo a CD (Figuras 7E e 7F). Na comparacédo
dos grupos alimentados que receberam HFD e tratamento com antibiético, foi observado
aumento ndo significativo de peso naqueles tratados com antibioticos (HFD+AB) (p=0,3095)

em relacdo ao grupo que recebeu HFD (Figuras 7G e 7H).
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Figura 7 — Efeito da dieta e da modulagdo da microbiota intestinal com antibidticos sobre a massa corporal.
Comparagdo da massa corporal segundo a idade (semanas) e do ganho de massa corporal no periodo do
estudo considerando todos 0s grupos experimentais em conjunto (A e B), apenas os animais alimentados com
dieta controle (C e D), animais alimentados com dieta controle ou hiperlipidica e ndo tratados com
antibidticos (E e F) ou animais alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com antibidticos. Peso médio
(= EPM) semanal entre a 7% e a 14? semanas de vida dos camundongos. Dados analisados por analise de
variancia de dois fatores (two-way ANOVA) seguida de pos-teste de Bonferroni (A, C, E e G). Andlise do
ganho de peso realizado pelo teste de variancia de um fator (one-way ANOVA) seguida do pds-teste de Dunn
(B) ou analisado pelo Teste T seguido do pds-teste Mann-Whitney (D, F e H), p <0,05, **p <0,01 (n=6). CD:
dieta controle, HFD: dieta hiperlipidica, AB: antibiéticos. N= 6 animais por grupo.
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O tratamento com antibidticos por 5 semanas (10% a 15% semanas de idade) ndo
modificou a ingestdo de energia (Figura 8A). A ingestdo hidrica foi menor nos animais
alimentados com HFD (Figura 8B).
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Figura 8- A modulacdo da microbiota intestinal com antibiéticos ndo modificou a quantidade de energia ingerida
de animais alimentados com dieta hiperlipidica ou controle (A). Camundongos alimentados com HFD ingeriram
significativamente menos dgua quando comparados aos animais que receberam somente agua filtrada (veiculo)
(B). Dados apresentados como média £ EPM e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA seguido pelo
pos-teste Dunn, *p <0,05, **p <0,01, ****p<0,0001 (n=6). CD: dieta controle, HFD: dieta hiperlipidica, AB:
antibiéticos. N= 6 animais por grupo.

53 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM
ANTIBIOTICOS SOBRE A TOLERANCIA A GLICOSE

Os resultados do teste de tolerancia a glicose, realizado na 122 semana de vida dos
animais, indicaram que os grupos alimentados com dieta HFD apresentaram piora da tolerancia

a glicose quando comparados aos que receberam CD (Figuras 9A e 9B).

Os camundongos alimentados com CD e tratados com antibioticos apresentaram
aumento da tolerancia a glicose quando comparados com os alimentados com CD e tratados
com veiculo (Figuras 9C e 9D). A HFD diminuiu significativamente a toleréncia a glicose
comparado ao grupo CD (Figuras 9E e 9F). O tratamento com antibidtico nos camundongos

alimentados com HFD ndo alterou a tolerancia a glicose (Figuras 9G e 9H).
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Figura 9 — Efeito da dieta e da modulacdo da microbiota intestinal com antibidticos sobre a tolerancia a
glicose na 122 semana de vida, considerando-se todos os grupos em conjunto (A e B), apenas 0s grupos
que receberam dieta controle (C e D), dieta controle e dieta hiperlipidica (E e F) e apenas dieta
hiperlipidica (G e H). A alimentacdo com HFD piora a tolerancia a glicose (A e B), o tratamento com
antibidticos em camundongos alimentados com HFD ndo modifica a tolerancia a glicose (E e F) e aumenta
atolerancia a glicose de camundongos alimentados com CD (C e D). A glicemia foi avaliada antes (tempo
0 min) e 15, 30, 60, 90 e 120 min apos a inje¢do de glicose (1,0 g/kg de massa corporal) apés 6 horas de
jejum. Dados apresentados como média = EPM e analisados pelo teste two-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Bonferroni, p <0,05 *, p <0,01 ** (n=5). CD: dieta controle, HFD: dieta hiperlipidica, AB:

antibidticos. N= 6 animais por grupo.
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54 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM
ANTIBIOTICOS SOBRE OS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Na 152 semana de vida, apds 8 semanas de tratamento com dieta HFD e 5 semanas de
tratamento com antibioticos, os camundongos foram eutanasiados e foi coletado sangue para
avaliacdo bioguimica. Foram avaliadas as concentracdes sericas de glicose, colesterol,
triglicerideos, HDL, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Os
grupos alimentados com HFD apresentaram concentragéo de colesterol e HDL maior que 0s grupos
alimentados com CD, embora o0 aumento ndo tenha sido estatisticamente significativo (p=0,5294 e
p=0,5069, respectivamente). Por outro lado, as concentracdes de triglicerideos foram menores nos
grupos alimentados com dieta HFD quando comparado aos grupos com dieta CD (p=0,8352),
embora a diferenca nao tenha sido significativa. As transaminases (ALT e AST) tiveram uma
reducdo nao significativa no grupo HFD em relacdo aos outros grupos (p=0,4162 e p=0,2583,
respectivamente) (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros bioquimicos séricos. Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil 25-75%.

CD CD+AB HFD HFD+AB
Colesterol 80,5 (79,2-87,7) 86,0 (68,5-945) 1250 (116,0-135,5) 126,0 (119,0-139,0)
Triglicerideos 96,5 (79,5-112,8) 81,0 (68,0-1155) 66,0 (57,0-78,0) 74,0 (56,0-76,0)
HDL 455 (42,5-48,5) 50,0 (29,5-53,5) 72,0 (61,5-77,5) 78,0 (65,0-81,5)
TGOIAST 1350 (48,0-171,0) 99,0 (88,5-1155) 91,0 (67,0-186,0) 108,0 (97,50-168,5)
TGP/ALT 39,0 (39,0-55,0) 44,0 (38,5-46,5) 24,0 (19,0-31,5) 39,0 (36,5-53,0)

55 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM
ANTIBIOTICOS SOBRE FUNCAO COGNITIVA AVALIADA PELO TESTE DE
RECONHECIMENTO DE OBJETO

O teste do campo aberto foi realizado durante 3 dias consecutivos para analisar a
atividade locomotora e exploratdria dos animais. N&do houve diferengas estatisticamente
significantes na atividade locomotora entre os grupos, confirmando que eventuais diferencas

nesta atividade ndo influenciariam o resultado dos proximos testes (Figura 10A).
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No teste de reconhecimento de objeto, utilizado para avaliagdo da memdria de
reconhecimento, grupo CD e HFD+AB apresentaram adequada exploracdo dos objetos, com
indice de discriminac&o significativamente maior que o valor tedrico de 50%, os demais grupos
ndo reconheceram o objeto novo, indicando déficit mnemonico, caracterizado pela observacao
de indice de discriminacdo e a porcentagem de alternancias menores que o valor tedrico de 50%
(Figura 10B). Nenhum dos grupos apresentaram comportamento tipo depressivo, que é

indicado pelo aumento do tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda (Figura 10C).
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Figura 10 - Testes Comportamentais. (A) Atividade locomotora no teste do campo aberto. (B) indice de
discriminacédo no teste de reconhecimento de objeto. Analise do reconhecimento de objeto para determinar se o
indice de discriminacao e a porcentagem de alternancias diferiam significativamente de um valor tedrico de 50%.

(C) Tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda. N= 6 animais por grupo.
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56 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM
ANTIBIOTICOS SOBRE EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A OXIDACAO
LIPIDICA E PROCESSO INFLAMATORIO NO FIGADO

Foi avaliada a expressédo dos genes que codificam o0 PPAR-a, a CPT1-0.e a ACOX1 no
figado, relacionados a homeostase energética e p-oxidacdo no figado. Foi observada maior
expressao do transcrito PPARa nos animais alimentados com CD e tratados com antibidticos
(p=0,3493). A alimentacdo com HFD na presenca de antibidticos ndo modificou a expresséo
deste transcrito (Figura 11A). Foi observado aumento significativo da expresséo deste transcrito

nos camundongos ob/ob tratados com antibioticos, em relagéo aos ndo tratados (Figura 11A).

Quanto a expressdo do mRNA da CPT1A, foi observado aumento néo significativo nos
alimentados com CD e tratados com antibiéticos (p=0,3567), em relacdo aos alimentados com
CD e tratados com veiculo. Nao foi observado efeito da alimentagcdo com HFD sobre este
transcrito (HFD vs CD). Foi observado que o tratamento de animais alimentados com HFD com
antibidticos induziu reducdo significativa da expressdo do mRNA da CPT1-o, quando
comparado ao tratamento de animais alimentados com HFD e tratados com veiculo (Figura
11B). N&o foi observada modificacdo significativa da expressdo deste transcrito nos

camundongos ob/ob tratados com antibi6ticos, em relacdo aos ndo tratados (Figura 11B).

A expressdao do transcrito Acoxl aumentou de forma ndo significativa nos animais
alimentados com HFD e tratados com veiculo (p=0,7857), quando comparados aos alimentados
com CD e tratados com veiculo, e aumentou significativamente nos animais alimentados com
HFD e tratados com antibiéticos comparados aos animais CD tratados com antibi6ticos (Figura
11C). Néo foi observada modificacdo significativa da expressdo deste transcrito nos

camundongos ob/ob tratados com antibidticos, em relacdo aos néo tratados (Figura 11C).

A expressdo do mRNA do TNF-a, gene relacionado ao processo inflamatorio, diminuiu
significativamente no grupo alimentado com HFD e tratados com antibidtico em relagdo aos
demais grupos (Figura 11D). Achado semelhante foi observado nos camundongos ob/ob

tratados com antibioticos, em relacdo aos ndo tratados (Figura 11D).
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Figura 11 — Expressdo relativa do mRNA do gene que codifica (A) PPAR-a, (B) CPT1-a, (C) ACOX1le
(D) TNF-a no figado. Dados apresentados como média + EPM e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis

seguido do pés-teste de Dunn, p <0,05 *, p <0,01 **. n=3-5 camundongos por grupo. Os resultados foram

normalizados pelos niveis de RNAm de S-actina. A quantificacdo relativa de cada gene alvo foi obtida

por meio do método 2-AACt. CD: dieta controle, HFD: dieta hiperlipidica, AB: antibioticos.
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57 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL COM
ANTIBIOTICOS SOBRE CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO FIGADO

Foram avaliadas, de forma qualitativa, as caracteristicas histoldgicas do tecido hepatico
dos camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. A avaliagcdo qualitativa do tamanho
dos hepatdcitos e acumulo de lipidios dos cortes histologicos, ndo indicou diferenca entre o0s
grupos alimentados com CD e HFD (Figura 12).
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Figura 12 — Caracteristicas histoldgicas do figado de camundongos CD, CD+AB, HFD e HFD+AB. Coloracédo
com hematoxilina e eosina. Aumento de 20X e escala de 100 micrometros. CD: dieta controle, HFD: dieta

hiperlipidica, AB: antibioticos. Imagem de um animal, representativa de cada grupo experimental.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos mostram o efeito da HFD sobre a composicdo da microbiota intestinal,
caracterizado por disbiose e consequente inflamagdo, com elevacdo dos niveis de endotoxina
no limen intestinal, aumento da permeabilidade intestinal e da razdo Firmicutes/Bacteroidetes
(Kim et al., 2012; Murphy et al., 2015; Ravussin et al., 2012). No presente estudo, observamos
que a microbiota intestinal foi modulada tanto pela dieta, quanto pelo tratamento com
antibioticos, e que a alimentacdo com HFD desencadeou a mudanca da composicdo da
microbiota intestinal tipicamente associada a obesidade, com aumento da razédo

Firmicutes/Bacteroidetes.

Em relacdo a representacdo de determinadas espécies bacterianas, nos animais
alimentados com CD a Akkermansia muciniphila, filo Verrucomicrobia, foi a mais prevalente,
porém o tratamento com antibioticos extinguiu a presenca dessa bactéria. A obesidade esta
associada a menor abundancia de Akkermansia muciniphila na microbiota intestinal, quando
comparada ao estado nutricional eutr6fico, em camundongos e humanos. Anhé & Marette,
(2017) mostraram que o uso da Akkermansia muciniphila como probidtico aumenta a
capacidade dessa bactéria de reduzir a massa gorda e a sindrome metabolica em camundongos
com obesidade induzida por dieta. Assim, esta espécie apresenta propriedades benéficas contra

a obesidade e a resisténcia a insulina, sendo associada a um estado metabolico mais saudavel.

Lactobacillus murinus é um membro nativo da microbiota intestinal de camundongos e
ratos, e nao é alterada pela alimentacdo com HFD (Harley et al., 2013). Este achado é
semelhante aos nossos resultados, em que ndo houve diminuicdo da prevaléncia de
Lactobacillus murinus nos grupos CD e HFD. Entretanto, nos animais alimentados com CD e
tratados com antibidticos, foi maior a prevaléncia de Lactobacillus reuteri, que possui efeito

imunomodulador (He et al., 2019).

No grupo CD, outra espécie predominante no filo Firmicutes foi Clostridium leptum,
associada a efeitos anti-inflamatoérios no trato gastrointestinal e significativamente reduzido na
microbiota fecal de pacientes com doenca de Crohn e colite ulcerativa (Kabeerdoss et al., 2013).
No filo Bacteroidetes, houve predominancia das especies Parabacteroides goldsteinii e
Bacteroides xylanisolvens. A primeira € uma bactéria cuja representacdo é reduzida em
camundongos alimentados com HFD, e que € associada ao aumento da termogénese no tecido

adiposo, a melhora da integridade intestinal e a reducéo da inflamac&o e resisténcia a insulina
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(Wu et al., 2019), e que é considerada sem viruléncia e segura para uso alimentar e como
probiotico (Guo et al., 2016).

Os grupos tratados com antibioticos tiveram presenca de apenas dois filos, Firmicutes e
Proteobacteria, ao final do tratamento. Apos a ingestdo de antibidticos ha uma modificacao
drastica da microbiota intestinal, caracterizada por diminuicdo em longo prazo de sua
diversidade geral (Manichanh et al., 2010). Os grupos CD+AB e HFD+AB tiveram maior
representacdo da bactéria Helicobacter bilis, do filo Proteobacteria, que esta associada a lesées
hepaticas em camundongos (Franklin et al., 1998; Fox 2004). Em relacéo ao filo Firmicutes, no
grupo CD+AB, além do Lactobacillus reuteri houve grande presenca de Pediococcus
pentosaceus, associada a atividade imunomoduladora (Osmanagaoglu et al., 2013).No grupo
HFD+AB foi observada maior frequéncia das bactérias Streptococcus thermophilus, um
probidtico que esta associado a melhor digestdo da lactose (Fernandez et al., 2018) e
Lactococcus lactis, que constitui um probidtico que inibe a proliferacdo de células cancerigenas
e a producdo de citocinas pré-inflamatérias (Han et al., 2015).

O grupo HDF teve maior frequéncia de Clostridium coccoides, no filo Firmicutes, uma
espécie cuja representacdo aumenta em pacientes com esteato-hepatite ndo alcoolica (Mouzaki
et al., 2013). Nos filos Bacteroidetes e Actinobacteria as espécies mais prevalentes foram
Bacteroides intestinalis e Enterorhabdus mucosicola, respectivamente, espécies comuns na

microbiota intestinal de camundongos (Bakir et al., 2006; Clavel et al.,2009).

Os animais alimentados com HFD, tratados ou ndo, tiveram aumento de peso em relacao
aos animais que receberam dieta CD. O grupo HFD+AB teve o maior ganho de peso em relacédo
aos outros grupos. O tratamento com antibi6ticos elevou o peso de animais em ambas dietas,
mas sO foi significativamente diferente no grupo HFD+AB. Em concordancia com estes
achados, no estudo de Cho et al (2012) a administracdo de antibioticoterapia subterapéutica
aumentou a adiposidade em camundongos jovens, sugerindo que a modulacdo da microbiota
intestinal por antibidticos gera mudangas na composic¢éo da microbiota intestinal e composicéo

corporal.

A ingestdo de energia ndo foi modificada nos camundongos alimentados com dieta
normolipidica ou hiperlipidica, com ou sem tratamento com antibidticos. Entretanto, a ingestao
hidrica foi significativamente diminuida nos animais alimentados com HFD, como
demonstrado em outro estudo (de Melo et al., 2009). Alguns estudos ja relataram que a ingestao
de &gua tem sido sugerida como uma estratégia para reduzir a ingestdo de alimentos,

diminuindo a fome e aumentando a saciedade (Kral & Rolls, 2004; Dennis et al., 2010).
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O tratamento com antibi6tico nos animais alimentados com CD promoveu melhora da
tolerancia a glicose, em relacdo ao grupo alimentado com CD e ndo tratado com antibi6ticos.
Rodrigues et al (2017) mostraram que o tratamento com antibiéticos em camundongos
saudaveis afeta o metabolismo sistémico da glicose através da formacdo de comunidades
microbianas intestinais, regulacdo da expressdo génica no intestino e no figado. Essas
modificaces, por sua vez, foram associadas a melhora da tolerancia a glicose em camundongos

magros.

Diferentemente, ndo houve diferenca da toleréncia a glicose entre os grupos alimentados
com HFD e tratados ou ndo com antibiéticos. Alguns estudos sugerem que a modulagdo da
microbiota intestinal por antibi6ticos na obesidade pode melhorar a sinaliza¢do da insulina e a
tolerancia a glicose, reduzindo os niveis circulantes de LPS e a sinalizacdo inflamatoria,
alterando a expressao de genes hepaticos e intestinais envolvidos na inflamacéo e metabolismo,
o0 estado hormonal, inflamatério e metabolico do hospedeiro (Carvalho et al., 2012; Membrez
et al., 2008). Renata et al (2017) avaliaram os efeitos de probiéticos (Lactobacillus rhamnosus,
L. acidophilus e Bifidobacterium bifidumi) na microbiota intestinal de camundongos Swiss
alimentados com dieta rica em gordura ou controle. Os animais tiveram as caracteristicas
relacionadas a obesidade, induzidas pela dieta rica em gordura (alteragdo da microbiota
intestinal, aumento da permeabilidade intestinal, diminuicdo da tolerdncia a glicose e
comportamento hiperfagico), revertidas por alteragdes do perfil da microbiota intestinal
induzida por probidticos. Os probiodticos também induziram uma melhora na resisténcia

hipotalamica a insulina e a leptina.

Quanto aos parametros bioquimicos, a concentracdo circulante de colesterol total e
colesterol HDL aumentaram nos animais alimentados com HFD em relacdo aos alimentados
com CD, como ja descrito anteriormente (Hayek et al., 1993), e este aumento ndo foi
modificado pelo tratamento com antibidticos. Ndo houve modificacdo significativa dos niveis
de triglicerideos, ALT e AST nos grupos alimentados com diferentes dietas, tratados ou néo
com antibidticos, embora tenha havido tendéncia de redugdo destes parametros nos animais
alimentados com HFD, em relacéo aqueles alimentado com CD, dado que contrasta com o que
é previamente descrito na literatura (Fraulob et al., 2009). E possivel que, nos camundongos
estudados, a alimentacdo com a HFD n&o tenha sido suficiente para desencadear alteracdes
inflamatdrias hepaticas suficientes para elevar a concentracao circulante de transaminases. Em
consisténcia, ndo foram observadas altera¢des significativas das caracteristicas histologicas do

figado em resposta a dieta, no presente estudo.
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Nos testes comportamentais, 0os animais ndo apresentaram diferenca na atividade
locomotora, avaliada pelo Teste de Campo Aberto. A reducdo observada no comportamento
locomotor ou exploratério ap6s o primeiro dia de teste € natural e é conhecida como habituacéo
(Bolivar, 2009). No teste de Reconhecimento de Objeto, observamos que tanto o grupo HFD,
bem como com o grupo CD+AB, apresentaram déficit cognitivo evidenciado pelo teste,
representado pela incapacidade de reconhecer o objeto novo. Nossos dados estdo de acordo com
estudos anteriores que mostram que a HFD prejudica a funcdo cognitiva de camundongos (Fu
et al., 2016). Da mesma forma, estudos prévios mostram que a modulacdo da microbiota
intestinal com antibioticos é capaz de alterar a fungdo cognitiva de animais alimentados com
dieta controle. O estudo de Frohlich et al (2016) mostrou que o tratamento de camundongos
C57BL/6 machos, alimentados com dieta controle, com antibidticos, prejudicou a memoria de
reconhecimento em camundongos, enquanto a aprendizagem espacial e a memoria
permaneceram intactas. Este déficit cognitivo foi associado com as alteragdes especificas da
regido do cérebro na expressdo das moléculas de sinalizagéo relevantes para a funcéo cognitiva,
particularmente a diminuicdo do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), que
desempenha um papel na plasticidade sindptica e na cognicéo, e 0 aumento do neuropéptido Y.
Hoban et al. (2016) demonstraram que ratos Sprague Dawley adultos alimentados com dieta
controle e tratados cronicamente com antibidticos (13 semanas de tratamento) apresentaram
deplecdo da microbiota intestinal que foi associada com a ocorréncia de déficits na memdria
espacial, aumento da sensibilidade visceral e comportamentos semelhantes a depresséo.
Encontraram, ainda, diminuicdo da concentracdo de serotonina no SNC, dos niveis de mRNA
do horménio liberador da corticotrofina (CRH), do receptor de glicocorticoide e também da

expressao do BDNF.

No presente estudo, os grupos CD e HFD+AB apresentaram funcdo cognitiva
preservada, ao reconhecer o objeto novo. Assim, o tratamento dos animais alimentados com
HFD com antibidticos, com modificacbes do padrdo obesogénico original da microbiota
associada a HFD, reverteu o dano cognitivo. Soto et al. (2018) mostrou que modificacbes no
microbioma intestinal de camundongos obesos provocam mudangas no comportamento do
hospedeiro, revertendo anormalidades comportamentais/de humor, onde os niveis de triptofano,
que sdo aumentados pela HFD, voltou aos niveis normais com o tratamento com antibioticos.
Também observaram um aumento de duas vezes nos niveis de proteinas BDNF ap0s 6 semanas
de HFD em comparagdo com os camundongos alimentados com CD, e isso foi revertido com o

tratamento antibioticos. Esses efeitos foram reversiveis quando os antibidticos foram
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interrompidos e transferidos para camundongos sem germes por transferéncia bacteriana cecal.
Entretanto, o uso de antibioticos foi associado a declinio cognitivo (Sarkar et al.,2018) em
animais alimentados com dieta controle. Cabe ressaltar que os tipos de antibidticos, dose e
tempo de tratamento, utilizados em nosso protocolo experimental tiveram o objetivo de modular

a microbiota intestinal, e ndo de depleta-la como é o objetivo comum de vérios estudos.

No teste de suspensdo pela cauda, usado para avaliar o comportamento depressivo,
nenhum dos grupos teve aumento da imobilidade, indicando que a tanto a dieta quanto a
modulacdo da microbiota intestinal com antibioticos ndo induziram comportamento tipo-
depressivo nos animais. Diferentemente de nossos dados, outros estudos observaram que a
exposicao a dieta HFD (Bridgewater et al., 2017) e tratamento com antibidticos (Guida et al.,
2018) aumentaram o tempo de imobilidade de animais, com efeitos ansiogénicos. Estes mesmos
estudos indicaram que mudancas da microbiota intestinal induzidas pela dieta foram associadas
a modificacdes de vias de sinalizagdo importantes para regulacdo da fungdo cognitiva, como
diminuicdo da expressdo de BDNF no hipocampo e altera¢des na plasticidade sinaptica, que
tém mostrado contribuir fortemente para o desenvolvimento da depressdo e influenciam o

comportamento.

Assim como a modulacdo da microbiota intestinal por antibiéticos altera o fendtipo
comportamental, o uso de probidticos também estd associado com alteragdes no
comportamento, mas de forma positiva. Ait-Belgnaoui et al. (2014) mostraram que uma
formulacdo de probidticos (Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium longum) apresenta
atividade ansiolitica e reducdo a apoptose no sistema linfatico em modelos animais de
depressdo. Savignac et al. (2015) alimentaram camundongos BALB/C machos com
Bifidobacteria longum e B. breve e avaliaram seu comportamento. Os animais que receberam
probidticos discriminaram o objeto novo mais rapidamente do que 0s animais controle,
sugerindo melhor aprendizado. Mudar a composicao da microbiota, por meio da administracdo
de probioticos, parece ser uma opcao terapéutica viavel para modular a fisiologia e o
comportamento intestinal, e pode melhorar a qualidade de vida em certas populacbes de

pacientes (Gareau, 2014).

Observamos que o tratamento com antibiéticos nas dietas CD e HFD alteraram o
metabolismo lipidico no figado de camundongos. O gene que codifica o receptor PPAR-a, um
sensor para alteracfes nos niveis de &cidos graxos e receptor chave para ativacdo da via de p-
oxidagéo (Burri et al., 2010), teve aumento ndo significativo de sua expressao nos animais

CD+AB e aumento significativo nos animais ob+AB. Dados de estudos prévios indicam que
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apos a exposicdo a LPS, um modelo que simula a disbiose intestinal em alguns aspectos, ha
supressao significativa da expressdo do gene que codifica o PPAR-a no figado de camundongos
(Oshida et al., 2015; Mohapatra et al., 2010). E possivel, assim, que o tratamento com

antibioticos diminui a exposicdo de LPS nos animais tratados.

Estudamos também alguns genes responsivos a PPAR-a, relacionados a p-oxidagdo de
acidos graxos, como os que codificam a acil-CoA oxidase (ACOX1) e a carnitina Palmitoil
Transferase | (CPT1-a ). A expressdao de PPAR-a, um receptor nuclear expresso em tecidos
com alta atividade oxidativa que desempenha um papel central no metabolismo (Montager et
al., 2016) teve aumento ndo significativo no grupo CD tratado com antibiéticos e aumento
significativo no grupo ob tratado com antibidticos, sugerindo um efeito dos antibiéticos na
expressao desse gene. A expressdao de Cptla, transcrito do gene que codifica a enzima que
catalisa a de oxidagdo de acidos graxos de cadeia longa dentro das mitocdndrias (Begriche et
al., 2011), teve aumento néo significativo no grupo CD+AB e diminui¢éo significativa no grupo
HFD+AB. O gene que codifica a ACOX1, enzima que limita a taxa na -oxidacdo do &cido
graxo de cadeia longa nos peroxissomos, € ativado por grande quantidade de gorduras na dieta,
resultando em aumento da sintese das enzimas responsaveis pela beta-oxidacdo nos
peroxissomos no figado (Moreno-Fernandez et al., 2018). Em concordancia, nossos resultados
também indicaram aumento da expressdo do gene que codifica a ACOX1 nos animais
alimentados com dieta HFD, com diferenca estatistica no grupo HFD+AB e tendéncia de
aumento nos grupos HFD e ob+AB. Assim, presume-se que o tratamento com antibidticos em
animais alimentados com dieta CD esteja associado a ativagcdo da via de B-oxidacdo nas
mitocondrias, enquanto nos animais tratados com antibidticos e alimentados com HFD, essa

ativacdo se daria nos peroxissomos.

A expressdo do TNF-a, citocina pré-inflamatdria que é estimulada por LPS (Salim et
al., 2016), teve sua expressdo (MRNA) aumentada no figado do grupo HFD e diminuida
significativamente do figado dos grupos HFD+AB e ob+AB, dados semelhantes aos descritos
previamente na literatura, que indicam que a HFD, obesidade e resisténcia a insulina estdo
associadas ao aumento da expressdo do TNF-a (Hotamisligil et al., 1996) e que o tratamento
com antibioticos diminui a expressao de TNF-a no figado (Lankelma et al., 2016; Ekmekciu et
al., 2017). Em conjunto, esses achados reforcam que o tratamento com antibioticos modula a

microbiota intestinal e reduz a exposicéo de LPS.

A analise histolégica do figado dos camundongos ndo mostrou diferencas entre 0s

grupos, mesmo nos animais alimentados com dieta HFD, que € conhecida por induzir DHGNA
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(Nakamura & Terauchi., 2013). Isso pode estar relacionado a diminuicdo dos triglicerideos,
ALT e AST, mesmo num contexto em que tenha havido ganho de peso e resisténcia a insulina,
porém ndo DHGNA como esperado. Embora este achado precise ser melhor explorado, é
possivel que se deva a caracteristicas especificas dos camundongos empregados no presente
estudo, que apresentaram sensibilidade diferencial aos diferentes desfechos reconhecidamente

induzidos pela HFD.

Como limitagdes do estudo, destacam-se 0 pequeno numero amostral por grupo e a
auséncia de alguns desfechos esperados, induzidos pela dieta hiperlipidica. Estes ultimos
podem ter comprometido o reconhecimento dos efeitos da modulagdo da microbiota intestinal
no modelo de obesidade empregado. Além disso, 0 modelo empregado no presente estudo, de
modulacdo da microbiota intestinal por antibi6ticos, ndo é considerado definitivo na defini¢éo
de causalidade entre as alteracbes da microbiota intestinal e os desfechos observados no

hospedeiro.

Em conclusdo, a dieta hiperlipidica causou alteracbes da composi¢do da microbiota
intestinal que podem estar envolvidas na disfuncéo cognitiva, na medida em que houve reversao
desta disfuncdo em resposta a modulacdo da microbiota intestinal com antibidticos. Esses
achados constituem mais um indicio da associacdo entre a composi¢do da microbiota intestinal
e a funcdo cognitiva do hospedeiro, porém, como comentado anteriormente, precisam ser

confirmados por modelos que estabelecam a causalidade da associagéo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou o efeito da administracdo de antibioticos para modulacao da
microbiota intestinal de camundongos C57BL/6 machos, alimentados com dieta normo ou

hiperlipidica, onde:

e A composicdo da microbiota intestinal, avaliada pela sequéncia do gene 16S rRNA em
DNA extraido de amostras fecais, foi significativamente alterada pela dieta HFD e

tratamento com antibidticos.

e A HFD e o tratamento com antibi6ticos aumentaram o peso e diminuiu a ingestao hidrica,

mas ndo modificaram a ingestdo de energia.

e Os grupos alimentados com HFD (HFD e HFD+AB) apresentaram piora da tolerancia a
glicose e o tratamento com antibioticos ndo alterou a resposta. Nos animais alimentados

com dieta CD, o tratamento com antibioticos melhorou a tolerancia a glicose.

e No Teste de Reconhecimento de Objeto, tanto a HFD como com a administracdo de
antibidticos para animais alimentados com CD induziram déficit cognitivo, representado
pela incapacidade de reconhecer o objeto novo. O tratamento com antibidticos reverteu o
déficit cognitivo induzido pela HFD.

e A dieta e o tratamento ndo induziram comportamento tipo-depressivo, avaliado pelo Teste

de Suspensdo pela Cauda.

e A expressao de genes relacionados a oxidacdo de acidos graxos e processo inflamatorio no

figado foram alteradas pela dieta ou tratamento com antibi6ticos.

e A dieta HFD e o tratamento com antibioticos ndo alteraram as caracteristicas histologicas

do tecido hepatico.



66

8 CONCLUSAO

A administracdo de HFD para camundongos induziu obesidade e piorou a tolerancia a
glicose, e alterou expressivamente a composi¢do da microbiota intestinal. O tratamento com
antibioticos melhorou a tolerancia a glicose nos animais alimentados com dieta normolipidica

ae modificou significativamente a composigdo da microbiota intestinal.

Em associacdo com a modificacdo da composi¢cdo da microbiota intestinal, o tratamento
com antibidticos reverteu o déficit cognitivo induzido pela HFD, embora tenha piorado a fungéo

cognitiva de camundongos alimentados com dieta controle.

A modulagdo da microbiota intestinal com antibioticos também modificou a expresséo
de genes relacionados a oxidacdo de &cidos graxos e sinalizacdo inflamatdria no figado de
camundongos alimentados com HFD, sugerindo que a microbiota possa influenciar o

metabolismo lipidico hepatico.
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