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RESUMO

A microbiota intestinal tem sido cada vez mais associada a véarias doencas metabolicas e
neurodegenerativas. Estudos recentes mostraram que uma dieta rica em gordura, além da disfuncéo
metabolica, induz comprometimento cognitivo e perturba a composicdo da microbiota intestinal.
Nosso estudo investigou o impacto da modulacdo da microbiota intestinal na funcdo metabdlica e
cognitiva em camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica. Camundongos machos
C57BL/6 com seis semanas de idade foram alimentados com uma dieta controle (CD, n = 9) ou
uma dieta hiperlipidica (HFD, n = 26). Na idade de 7 semanas, 0os camundongos alimentados com
HFD foram aleatoriamente designados para receber veiculo (grupo controle, n = 8), antibioticos
(ATB, n = 9) e antibidticos seguidos de transplante de microbiota fecal (FMT) de doadores
alimentados com CD (n = 9). Antibidticos (ciprofloxacino 0,2 g/L e vancomicina 0,5 g/L) foram
administrados da 102 a 152 semana, na agua de beber. O transplante fecal foi realizado na 132
semana por trés dias consecutivos, ap6s a retirada do antibidtico e manutencdo dos camundongos
receptores com HFD. O peso e a ingestdo hidrica foram medidos semanalmente. A funcéo
cognitiva foi avaliada na 15% semana pelo teste de reconhecimento de objetos e a tolerancia a
glicose foi avaliada na 162. A composicao da microbiota foi analisada por sequenciamento do gene
16S rRNA. Camundongos alimentados com HFD mostraram parametros metabolicos alterados,
incluindo excesso de peso e intolerancia a glicose, e a modulacéo da microbiotacom ATB ou FMT
impediu o ganho excessivo de peso e melhorou a sensibilidade a glicose. A anélise da microbiota
nas fezes revelou que a ingestdo de HFD diminui a diversidade da microbiota, em comparagao
com camundongos CD, e FMT restaurou a diversidade de filos. HFD induziu a hipertrofia de
adipdcitos nos tecidos adiposos visceral, subcutaneo e marrom. O tratamento com ATB ou FMT
preveniu essa hipertrofia. Além disso, camundongos alimentados com HFD apresentaram
memoria de reconhecimento prejudicada, completamente revertida pelo FMT e parcialmente
revertida pelo tratamento com ATB. Camundongos alimentados com HFD também apresentaram
astrogliose na regido CA1 do hipocampo, que foi revertida pelo FMT. Néo houve diferencas na
coloracdo de GFAP no hipocampo DG entre os grupos. Nossos achados sugerem que a modulacao
da microbiota intestinal pode ser uma estratégia pertinente para prevenir a disfuncdo metabdlica e
cognitiva induzida pelo consumo de HFD.

Palavras-chave: microbiota intestinal, funcdo cognitiva, tecido adiposo, hipocampo.



ABSTRACT

The gut microbiota has been increasingly linked to several metabolic and neurodegenerative
diseases. Recent studies have shown that a high-fat diet, beyond metabolic dysfunction, induces
cognitive impairment and disrupts gut microbiota composition. Our study investigated the impact
of gut microbiota modulation on metabolic and cognitive outcomes in mice fed a high-fat diet.
Six-week-old male C57BL/6 mice were fed a control diet (CD, n = 9) or a high-fat diet (HFD, n
= 26). At the age of 7 weeks, mice fed a HFD were randomly assigned to receive vehicle (control
group, n = 8), antibiotics (ATB, n = 9), and antibiotics followed by fecal microbiota
transplantation (FMT) from CD-fed donors (n = 9). Antibiotics (ciprofloxacin 0.2 g/L and
vancomycin 0.5 g/L) were administered from the 10th to the 15th week, in drinking water. Fecal
transplantation was carried out at the 13th week for three consecutive days, following antibiotic
withdrawal and maintenance of recipient mice on HFD. Weight and water intake were measured
weekly. Cognitive function was assessed at the 15" week by the object recognition test, and
glucose tolerance was assessed at the 16'". Microbiota composition was analyzed by 16S rRNA
gene sequencing. HFD-fed mice showed altered metabolic parameters, including overweight and
glucose intolerance, and microbiota modulation with either ATB or FMT prevented excessive
weight gain and improved glucose sensitivity. Microbiota analysis in feces revealed that HFD
intake diminishes microbiota diversity, compared to CD mice, and FMT restored the phyla
diversity. HFD induced a hypertrophic adipocytes in several fat pads: visceral, subcutaneous and
brown. Treatment with ATB or FMT prevented this hypertrophy. Moreover, HFD-fed mice
presented impaired recognition memory, completely reversed by FMT and partially reversed by
ATB treatment. HFD-fed mice also presented astrogliosis in hippocampal CA1 region, which was
reversed by FMT. There were no differences in GFAP staining at hippocampal DG between
groups. Our findings suggest that modulating gut microbiota may be a pertinent strategy to prevent
metabolic and cognitive dysfunction induced by a HFD consumption.

Keywords: High fat diet, gut microbiota, cognition function, adipose tissue, hippocampus.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), sobrepeso e obesidade sdo
definidos como acimulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a satde. A
microbiota intestinal tem sido reconhecida como um importante fator no desenvolvimento
de doencas metabdlicas como a obesidade e é considerada um érgdo enddcrino envolvido
na manutencdo da homeostase energética do hospedeiro (Gomes, Hoffmann & Mota,
2018).

Os avancos tecnoldgicos mostraram a enorme diversidade, capacidade funcional e
dindmica associada ao microbioma humano. As analises gendmicas da microbiota
intestinal permitiram a identificacdo abrangente da populacédo de bactérias intestinais e
revelaram que as mudancas nessas populacdes estdo envolvidas na fisiopatologia de
varias doengas. Um grande nimero de diversas espécies microbianas reside no trato
gastrointestinal distal e a disbiose intestinal — desequilibrio na composicdo e funcdo da
microbiota intestinal — estd associada a doencas que variam de distlrbios
gastroenterolégicos localizados a neuroldgicos, doencas respiratorias, metabolicas,
hepéticas e cardiovasculares. Atualmente, muitos estudos estdo explorando a potencial
causalidade e mecanismos de doencas envolvendo a microbiota intestinal, com a
esperanca de que a melhor compreensdo alimente a concepc¢édo e o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas e preventivas de doencas (Minemura & Shimizu, 2015;
Lynch & Pedersen, 2016).

Individuos obesos tém wum risco aumentado de desenvolver doengas
neurodegenerativas. Uma caracteristica comum das doencas metabdlicas é a ativacdo
crbnica e de baixo grau do sistema inflamatorio. Essa inflamacéo pode eventualmente se
espalhar do tecido periférico para o cérebro, e a neuroinflamacao € um mecanismo causal
importante no declinio cognitivo (Solas et al., 2017). Assim, a inflamacédo sistémica e
central pode ser um elo entre a obesidade e as doencas neurodegenerativas. E este estado
inflamatorio, por sua vez, pode ser desencadeado por alteracdes na composicdo da

microbiota intestinal (Stranahan, 2022).
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A microbiota intestinal influencia o metabolismo do hospedeiro, a fisiologia e 0
desenvolvimento do sistema imunoldgico. A composicdo da microbiota intestinal é
influenciada por vérios fatores como dieta, idade, genética do hospedeiro e estilo de vida.
Estratégias para reequilibrar essas flutuacbes prejudiciais se mostram eficazes no
tratamento dessas doencas, como € o caso do uso de probioticos, prebidticos e do

transplante de microbiota fecal, que apresentam grande eficiéncia (Gomaa, 2020).

O eixo microbiota-intestino-cérebro é a comunicacao bidirecional entre o intestino
e o cérebro, que ocorre atraves de mdaltiplas vias que incluem mediadores hormonais,
neurais e imunologicos. Os sinais ao longo desse eixo podem se originar no intestino, no
cérebro ou em ambos, com o objetivo de manter a fisiologia e imunidade intestinal
normal, incluindo a manutencdo da homeostase de varios sistemas, apetite e controle de
peso, como modulador do comportamento do hospedeiro, onde tem impacto nos
processos de neurodesenvolvimento e nas fungdes cerebrais. A desregulacao da atividade
do eixo microbiota-intestino-cérebro esta associada a doencas metabdlicas e transtornos
psiquiatricos e ndo psiquiatricos comorbidos, onde alteragdes na composicao ou fungdo
da microbiota intestinal também podem contribuir para a interrupcdo do didlogo

molecular existente no intestino e no cérebro (De Palma et al., 2014; Agusti et al., 2018).

Neste trabalho mostramos que a modulacdo do microbioma intestinal por
transplante de microbiota fecal de camundongos alimentados com dieta controle (CD)
para camundongos receptores de dieta rica em gordura, reverte 0 comprometimento da

memoria de reconhecimento induzido por dieta rica em gordura.

14



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 OBESIDADE

A obesidade resulta de um balanco energético positivo, que ocorre quando a
quantidade de energia ingerida excede a quantidade gasta, e € um forte fator de risco para
outras complicacBes metabdlicas, como o diabetes tipo 2, resisténcia a insulina,
inflamacéo metabolica, hipertensao e certos tipos de cancer, contribuindo para a reducao
da expectativa de vida, prejuizo da qualidade de vida e incapacidades (Sonnenburg &
Backhed, 2016; Bliiher, 2020).

Ao contréario de ser apenas uma condi¢cdo médica ou fator de risco para outras doencas,
a obesidade é uma doenca complexa de etiologia multifacetada, com suas proprias
fisiopatologias e comorbidades. Atende a definicdo médica de doenga na medida em que
é uma disfuncdo fisiolégica do organismo humano com etiologias ambientais, genéticas
e endocrinoldgicas. E uma resposta a estimulos ambientais, predisposicdo genética e
anormalidades, e apresenta um conjunto caracteristico de sinais e sintomas com alteracdes
anatdmicas consistentes. O excesso de tecido adiposo aumenta o trabalho do coragédo e
leva a alteracBes anatdbmicas nesse oOrgdo. Altera funcGes pulmonares, endocrinas e
imunoldgicas, todas com efeitos adversos a saude. A obesidade merece atencao séria dado
ao excesso de mortalidade, morbidade substancial e o custo econdmico (Conway & Rene,
2004; De Lorenzo et al., 2019).

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 saude resultantes do excesso
de peso ou obesidade afetam agora mais de 2 bilhGes de pessoas. Em 2015, 107,7 milhdes
de criancas e 603,7 milhdes de adultos eram obesos em todo 0 mundo - 30% da populacéo
mundial. Em muitos paises, as taxas de obesidade entre as criancas estdo aumentando

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

Segundo Piché et al. (2020), a obesidade ndo deve ser avaliada apenas pelo indice de
massa corporal (expresso em kg/m?) por representar uma entidade heterogénea. Estudos
de imagem cardiometabdlica mostraram que alguns individuos com peso normal ou com

15



excesso de peso correm alto risco se tiverem excesso de tecido adiposo visceral — uma
condicdo geralmente acompanhada de acumulo de gordura em tecidos normalmente
magros (deposi¢do ectopica de gordura no figado, coracdo, musculo esquelético, etc.).
Quantidades excessivas de tecido adiposo visceral e de gordura ectopica definem em

grande parte o risco de doenca cardiovascular de sobrepeso e obesidade moderada.

A maioria dos dados epidemioldgicos sobre obesidade é baseada no IMC (em kg/m2)
e usa os intervalos de 18,5-24,9 para normalidade, 25-29,9 para sobrepeso ¢ >30 para
obesidade. Além disso, a correlacdo entre IMC e risco de doenca ndo é linear. Mais de
60% da carga global de comorbidades associadas a obesidade afeta individuos com IMC
>30, que representam apenas ~10% da populacdo global de pessoas com
sobrepeso/obesidade. Além disso, o IMC é responsavel por apenas ~17% do risco de
resisténcia a insulina e subsequente diabetes tipo 2 na populagdo com IMC >25. A
epigenética e o nivel socioecondmico, parece desempenhar um papel muito mais
importante do que o IMC na determinagao do risco de desenvolvimento de doengas ndo
transmissiveis relacionadas a obesidade, como diabetes (Caballero, 2019).

A inflamagdo associada a obesidade é inicialmente desencadeada pelo excesso
caldrico e esta localizada principalmente em tecidos metabdlicos especializados, como o
tecido adiposo branco, que atua como uma importante fonte de energia e € composto
principalmente de adipdcitos. Os adipdcitos sdo células enddcrinas que secretam uma
grande variedade de citocinas, hormonios e fatores de crescimento, denominados
adipocinas. O tecido adiposo de pessoas com obesidade contém um nimero aumentado
de macrofagos e um aumento de acidos graxos livres, resultando em alteracGes na
producdo de adipocinas, aumento do estresse oxidativo e, por sua vez, a regulacdo
positiva de citocinas inflamatdrias, levando a uma resposta inflamatéria de baixo grau.
Os macrofagos uma vez ativados, secretam uma série de citocinas, como TNF-a, IL-6 e
IL-1. A expressdo de marcadores de macréfagos no tecido adiposo humano foi elevada
em individuos com obesidade e resisténcia a insulina (Singla et al., 2010; Kolb et al.,
2016; Fasshauer & Bliher, 2015).
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A inflamacdo induzida pela obesidade pode ser melhor descrita como
metainflamacao: uma resposta inflamatdria cronica de baixo grau iniciada pelo excesso
de nutrientes nas células metabdlicas. A sinalizac¢do inflamatdria conduzida pela célula
metabolica eventualmente causa a ativacdo de células imunes especializadas, onde 0s
sinais metabdlicos que emergem das células metabdlicas iniciam as respostas
inflamatorias e danificam a homeostase metabdlica. A metainflamagdo em geral tem
efeitos inibitdrios sobre a a¢do da insulina nos tecidos metabdlicos. Outra marca da
inflamacdo metabolica encontrada na obesidade é sua cronicidade. O estado inflamatdrio
induzido pela sobrecarga metabolica leva a um estado cronico sem resolucdo aparente.
Apesar de sua natureza de baixo grau, a inflamacdo do tecido adiposo impacta
negativamente a funcdo de o6rgdos remotos, fendbmeno considerado causador das
complicaces da obesidade (Gregor & Hotamisligil, 2011; Kawai, Autieri & Scalia,
2021).

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL

O trato gastrointestinal (TGI) humano abriga trilhdes de microrganismos, incluindo
cerca de 1.000 espécies bacterianas diferentes. Essas bactérias, conhecidas coletivamente
como microbiota intestinal, desempenham vérias fungBes vitais no corpo humano. As
funcgdes incluem defender o hospedeiro contra patdgenos, alterar a digestao e absor¢éo de
nutrientes, produzir nutrientes essenciais como vitaminas (K e B) e modular o sistema
imunoldgico. Apos o nascimento, o trato intestinal do bebé é rapidamente colonizado por
microrganismos derivados do contato com a méde e 0 meio ambiente (Figura 1). A
microbiota intestinal desempenha um papel primordial nos processos metabdlicos,
fisiolégicos e imunoldgicos, e a mudanca da composicdo da microbiota intestinal

influencia a satde humana (Wu et al., 2019).
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Mudanga da composig¢do
da microbiota

Desenmvolvimento no nascamento

Microrganismos da mae e do ambiente
Opcdes de alimentagdo infantil: amamentade ou nutrido com farmulas infantis

Figura 1. O desenvolvimento da microbiota intestinal e suas funcdes. Fonte: Adaptada de Wu et al., 2019.

Demonstrado pela anélise metagenémica, a composicao da microbiota intestinal
se transforma ao longo dos estagios iniciais do desenvolvimento humano e € influenciada
pela dieta. Por volta dos 3 anos de idade, a composicdo bacteriana de uma crianca se
assemelha a de um adulto e permanece estavel até a velhice, quando a variabilidade na
composicdo da comunidade aumenta. Em termos de sucessdo ecologica, a microbiota da
crianca dominada por Bifidobacterium muda ao longo do tempo para a microbiota
dominada por Bacteroidetes e Firmicutes do adulto. Essa distribuicdo permanece bastante
estavel ao longo da vida adulta na auséncia de perturbagdes, como mudancas na dieta a
longo prazo ou uso repetido de antibidticos (Cresci & Bawden, 2015; Claesson et al.,
2011; Ottman et al., 2012).

Além de estar intimamente envolvida em numerosos aspectos da fisiologia normal
do hospedeiro, desde o estado nutricional até o0 comportamento e a resposta ao estresse, a
microbiota também pode ser uma causa central ou contribuinte de muitas doencas,

afetando sistemas de érgédos proximos e distantes (Sekirov et al., 2010). Ela também esta
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fortemente correlacionada com o metabolismo do hospedeiro e 0 ganho de peso corporal,
onde as bactérias intestinais e seus metabdlitos afetam o metabolismo e o comportamento
alimentar, e a dishiose desse biossistema pode levar a sindrome metabdlica. Com isso, a
microbiota intestinal se tornou outro possivel alvo terapéutico para tratar a obesidade,
tendo como potenciais terapias a suplementacdo da dieta com organismos probidticos e
compostos prebidticos que influenciam o crescimento bacteriano e o uso de transplante
de microbiota fecal (Lee et al., 2019).

A microbiota associada a obesidade altera a captacdo de energia do hospedeiro, a
resisténcia a insulina, a inflamacdo e a deposicdo de gordura. Além disso, a microbiota
intestinal pode regular o metabolismo, a adiposidade, a homeostase e o balanco
energético, bem como o apetite central e a sinalizacdo de recompensa alimentar, que
juntos tém um papel crucial na obesidade. Algumas cepas de bactérias e seus metabdlitos
podem atingir o cérebro diretamente via estimulacdo vagal ou indiretamente através de

mecanismos imuno-neuroendacrinos (Torres-Fuente et al., 2017; Asadi et al., 2022).

Diferencas na microbiota intestinal entre pessoas magras e obesas revelam que a
microbiota € caracterizada pela presenca reduzida de taxa pertencente ao filo
Bacteroidetes e um aumento proporcional nos membros do filo Firmicutes em pessoas
obesas. Por outro lado, uma diminuicdo na relagdo Firmicutes/Bacteroidetes foi
diretamente relacionada a perda de peso. A mudanc¢a na composicao da microbiota pode
aumentar a capacidade do hospedeiro de absorver energia dos alimentos digeridos e
produzir metabdlitos e produtos microbianos, como acidos graxos de cadeia curta, acidos
biliares secundarios e lipopolissacarideos. Esses metabdlitos e produtos microbianos
atuam como moléculas sinalizadoras que modulam o apetite, a motilidade intestinal, a
captacdo e armazenamento de energia e 0 gasto de energia. Além disso, humanos obesos
e roedores tém uma composicéo alterada da microbiota intestinal com menor diversidade
filogénica em comparagédo aos controles magros, e o transplante da microbiota intestinal
de individuos obesos para camundongos livres de germes pode transferir o fenétipo obeso
(Heiss & Olofsson, 2018; Ley et al., 2006; Turnbaugh et al., 2006).
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A disbiose causada pela obesidade pode alterar o funcionamento da barreira
intestinal permitindo a passagem de componentes estruturais de bactérias, como o LPS, e
ativando vias inflamatorias que podem contribuir para o desenvolvimento da resisténcia
a insulina pela alteracéo da sinalizacéo do receptor de insulina pela presenca de citocinas
inflamatdrias, e o metabolismo lipidico pode ser alterado pelas alteragdes observadas no
microbioma intestinal, resultando em um estimulo para aumentar a adiposidade corporal
(Gomes et al., 2018; Virtue et al., 2019).

A microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na manutencdo da
homeostase do intestino, através de interacbes com o sistema imune do hospedeiro. Ainda
¢ incerto como ocorre a comunicacdo do eixo intestino-cérebro-microbiota. Acredita-se
que esta comunicagao aconteca tanto de forma direta como indireta, e que o0 aumento da
permeabilidade intestinal tenha um papel chave neste processo, haja vista que o
afrouxamento de células epiteliais do trato gastrointestinal promove a troca de substancias
entre o lumen e a regido abdominal (bactérias e produtos do metabolismo das bactérias)
(Lach et al., 2017).

2.3 OBESIDADE, DIETA HIPERLIPIDICA E DEFICT COGNITIVO

A gordura dietética tem sido apontada como responsavel pelo aumento da
adiposidade. Estudos em camundongos e humanos mostraram que dietas ricas em gordura
podem facilmente induzir a obesidade, aumentando peso corporal e massa de tecido
adiposo, bem como resisténcia a insulina (French & Robinson, 2003; Buckley et al.,
2021).

Dietas ricas em gordura reduzem os ciclos de alimentacdo/jejum em camundongos,
aumentando a proporc¢do de energia consumida durante a fase de descanso e o ganho de
massa gorda. O acesso ad libitum a HFD de forma consistente e rapida produz obesidade
em muitos animais, e 0s ritmos enddcrinos séo igualmente atenuados em humanos obesos
(Potter, 2016). Os mecanismos fisioldgicos envolvidos na obesidade induzida por dietas
hiperlipidicas sdo o consumo excessivo de HFD devido ao seu baixo efeito saciante, a

alta eficiéncia de armazenamento da gordura dietética no organismo, alteracdes da
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concentracdo plasmatica de fatores metabolicos desfavoraveis, de forma dose-
dependente, como glicose, colesterol, triglicerideos, &cidos graxos livres, leptina e
diminuicdo da supresséo da secrecgéo de grelina (Hariri & Thibault, 2010; Ghibaudi et al.,
2002).

A dieta pode modificar o microbioma intestinal, que por sua vez tem um impacto
profundo na saude geral. Este impacto pode ser benéfico ou prejudicial, dependendo da
identidade relativa e abundancia das populagdes bacterianas constituintes. Foi
demonstrado que uma dieta rica em gordura reduz a abundancia relativa de bactérias
como Akkermansia Muciniphila e Lactobacillus, ambas associadas a estados metabdlicos
saudaveis. Essa observacdo fornece um bom exemplo de como a intervencéo dietética
pode ser usada para gerenciar doengas complexas, como obesidade e diabetes (Singh et
al., 2017).

A ingestdo de HFD, adicionalmente, é associada a modificacdo da composi¢édo da
microbiota intestinal caracterizada por aumento da abundancia relativa de Gram-positivos
(Firmicutes) e diminuicdo da abundancia relativa de Gram-negativos (Bacterioidetes).
Dessa forma, a razdo Firmicutes:Bacterioidetes € maior em individuos muito obesos em
comparagdo com individuos “obesos saudaveis” e magros. A redugdo do peso corporal
como consequéncia de uma dieta com restricdo energética demonstrou reduzir a relacdo
Firmicutes:Bacterioidetes para valores semelhantes aos de individuos magros (Hersoug,
Magller & Loft, 2018; Furet et al., 2010; Ley et al., 2006).

A relacdo entre obesidade e comprometimento cognitivo é importante devido ao
avanco da obesidade na populacdo global, na qual o declinio cognitivo e os distdrbios
neurodegenerativos acarretardo graves encargos individuais, sociais e financeiros. A
obesidade e suas comorbidades estdo associadas ao desempenho cognitivo prejudicado,
declinio cognitivo acelerado e patologias neurodegenerativas, como a deméncia (Dye et
al., 2017; Ramirez et al., 2022).

A obesidade e alimentag&o rica em gordura, levam a inflamacdo sistémica e excesso

de acidos graxos livres circulantes. Citocinas circulantes, acidos graxos livres e células
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imunes atingem o cérebro no nivel do hipotalamo e iniciam a inflamacéo local, incluindo
a proliferacdo microglial, que por sua vez também libera citocinas pré-inflamatdrias. Essa
inflamacdo local causa remodelacdo sindptica e neurodegeneracdo no hipotalamo,
alterando o circuito hipotalamico interno e as saidas hipotalamicas para outras regifes do
cérebro. O resultado é a interrupcdo da funcdo cognitiva mediada por regides como
hipocampo, amigdala e centros de processamento de recompensas. A inflamac&o central
também pode afetar diretamente essas regies e ser um fator importante para sinalizacao
apoptotica e morte neuronal. Assim, a inflamacdo central na obesidade leva ndo apenas a
interrupcao dos sinais hipotalamicos de saciedade e a perpetuacdo de excessos, mas
também a resultados negativos na cognicdo (Miller & Spencer, 2014; Gomez-Apo et al.,
2021).

2.4 EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO

Recentemente, tornou-se evidente que as bactérias intestinais podem afetar a
fisiologia e a inflamagéo do sistema nervoso central (SNC). O sistema nervoso e o trato
gastrointestinal se comunicam por meio de uma rede bidirecional de vias de sinalizacédo
chamada eixo intestino-cérebro, que consiste em multiplas conexdes, incluindo o nervo
vago, o sistema imunoldgico, metabolitos e produtos bacterianos (Figura 2). Durante a
disbiose, essas vias sdo desreguladas e associadas a permeabilidade alterada da barreira
hematoencefalica (BHE) e a neuroinflamacdo. No entanto, numerosos mecanismos por
trds do impacto da microbiota intestinal no neurodesenvolvimento e na patogénese
permanecem pouco compreendidos. Existem varias vias imunes envolvidas na
homeostase e inflamagéo do SNC. Entre esses, a via do inflamassoma tem sido associada
a condicdes neuroinflamatdrias, como esclerose mdltipla, doencas de Alzheimer e
Parkinson, mas também ansiedade e transtornos do tipo depressivo. O complexo
inflamassoma se monta na ativacao celular devido a exposi¢do a microrganismos, sinais
de perigo ou estresse e leva a producdo de citocinas pro-inflamatorias (Rutsch, Kantsjo,
& Ronchi, 2020; Pellegrini et al., 2020).

Existem vérias vias diretas e indiretas (via circulacdo sistémica) através das quais a
microbiota intestinal pode modular o eixo intestino-cérebro. Elas incluem vias endécrinas
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(cortisol), imunes (citocinas) e neurais (vago, sistema nervoso entérico (ENS) e nervos
espinhais). Varios microrganismos intestinais sdo capazes de sintetizar
neurotransmissores (acido y-aminobutirico (GABA), noradrenalina e dopamina)
localmente, que podem atuar nas células-alvo no intestino e atuar como uma importante
via de comunicacao. Metabdlitos microbianos neuroativos podem modular o cérebro e o
comportamento através de varias maneiras que ainda estdo sendo elucidadas. Isso inclui
afetar as células epiteliais para afetar a funcdo da barreira intestinal e as células
enteroendocrinas (EECs) para liberar hormonios no TGI, bem como células dendriticas
(DCs) para modular a funcdo imunologica. Estruturas especializadas em EECs,
conhecidas como neurépodes, demonstraram transduzir sinais sensoriais do meio
intestinal para o cérebro através da formacdo de conexdes semelhantes a sinapses para
nervos aferentes, incluindo o nervo vago. O ENS pode se comunicar com o cérebro por
meio de vias vagais e espinhais. No entanto, as vias de sinalizacdo molecular exatas de
todas essas vias envolvidas ainda precisam ser definidas (Margolis, Cryan & Mayer,
2021; Kanai & Teratani, 2022; Forsythe, Bienenstock & Kunze, 2014).
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Figura 2. Mecanismos de intera¢do do eixo microbiota-intestino-cérebro. Fonte: Adaptada de Smith, 2015.

A comunicacdo bidirecional ao longo do eixo intestino-cérebro é um aspecto
fundamental da sinergia entre a microbiota e 0 hospedeiro no acesso as vias de sinalizacao
do intestino-cérebro para modular o cérebro e o comportamento do hospedeiro. Os
estudos realizados para identificar e examinar o eixo microbiota-intestino-cérebro usam
intervengdes de microbiota diferentes, mas complementares, incluindo roedores livre de
germes (GF), deplecdo induzida por antibioticos, suplementacdo de prebidtico/probidtico,
infeccdo do TGI e transplante de microbiota fecal (FMT) (Cryan et al., 2019).

A microbiota intestinal € um alvo modificavel e, portanto, pode ser usada para tratar
e melhorar os sintomas de distdrbios psiquiatricos. O eixo microbiota-intestino-cérebro
pode ser modificado com certos prebidticos (modificacdo dietética/dietas ricas em fibras

ndo digeriveis), probioticos (bactérias vivas), antibidticos, simbidticos (combinagdes de
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pré e probioticos), pos-bioticos (produtos de fermentacdo bacteriana, como acidos graxos
de cadeia curta (SCFASs)) e FMT. Todas essas abordagens podem ser consideradas
psicobidticas em potencial, pois sdo sugeridas para melhorar a saide mental por meio de
suas propriedades modificadoras da microbiota (Morkl et al., 2020; Lee, Yacyshyn &
Yacyshyn, 2019).

2.5 MICROBIOTA INTESTINAL EM CONDICOES RELACIONADAS AO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL

As associacdes estabelecidas entre obesidade e transtornos mentais
(comprometimento cognitivo, alteracbes de humor e comportamento social) em estudos
epidemioldgicos e experimentais apontam para fatores contribuintes compartilhados e
mecanismos fisiopatoldgicos. Essas associacbes podem estar relacionadas a alteracbes
induzidas pela dieta na microbiota intestinal que, por sua vez, podem contribuir para a
(neuro) inflamacéo e desregulacédo do sistema neuroendocrino associado & obesidade com
comprometimentos mentais. Essa hipotese foi confirmada até certo ponto em modelos
experimentais, que investigaram a eficacia de alguns probidticos ou compostos que
alteram a microbiota intestinal, tanto atenuando a obesidade quanto os transtornos

mentais associados (Agusti et al., 2018; Jiang et al., 2017).

A capacidade da microbiota intestinal de se comunicar com o cérebro e, assim,
modular o comportamento estd emergindo como um conceito interessante em saude e
doenca. A microbiota entérica interage com o hospedeiro para formar relacionamentos
essenciais que governam a homeostase. Apesar da impressdo digital bacteriana entérica
Unica de cada individuo, parece haver um certo equilibrio que confere beneficios a salde.
Portanto, é razoavel notar que uma diminuicdo nas bactérias gastrointestinais desejaveis
levara a deterioracdo das relacdes gastrointestinais, neuroenddcrinas ou imunoldgicas e,
finalmente, a doenca. Estudos recentes demonstram que camundongos livres de germes
exibem alteracbes na capacidade de resposta ao estresse, neuroquimica central e
comportamento indicativos de uma reducdo na ansiedade em comparagdo com

camundongos convencionais, onde a modulagéo especifica da microbiota entérica pode
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ser uma estratégia util para distdrbios relacionados ao estresse e outras doencas (Cryan &
O’mahony, 2011; Molina-Torres et al., 2019).

Embora o mecanismo preciso ainda ndo tenha sido totalmente compreendido, o
eixo da microbiota intestinal-cérebro se refere a uma rede de comunicacéo bidirecional
entre intestino e cérebro. Sua composi¢do inclui a microbiota intestinal e seus produtos
metabolicos, sistema nervoso entérico, ramos simpatico e parassimpatico dentro do
sistema nervoso autdbnomo, sistema imune neural, sistema neuroendocrino e sistema
nervoso central. Além disso, pode haver cinco rotas de comunicacgdo entre a microbiota
intestinal e o cérebro, incluindo a rede neural do cérebro, o eixo neuroendocrino-
hipotaldmico-pituitario-adrenal, sistema imunolégico do intestino, e alguns
neurotransmissores e reguladores neurais sintetizados por bactérias intestinais e barreiras,
incluindo a mucosa intestinal e barreira hematoencefalica. Nessa rede de comunicagéo, o
cérebro afeta 0 movimento intestinal, a funcdo sensorial e de secrecdo, e o peristaltismo
também afeta a funcdo cerebral (Wang & Wang, 2016; Lerner, Neidhofer & Matthias,
2017).

As evidéncias pré-clinicas apoiam o papel do microbioma intestinal nas respostas
comportamentais associadas a dor, emocdo, interacfes sociais e ingestdo de alimentos.
Evidéncias clinicas limitadas, mas crescentes, associam a composi¢cdo e funcdo
microbiana intestinal a caracteristicas comportamentais e funcdo cerebral. Os estados
dishidticos observados na depressdo, estresse cronico e autismo podem refletir a
sinalizag&o cerebral alterada para o intestino, enquanto a sinalizagcdo microbiana intestinal
alterada para o cérebro podem agravar as alteracdes cerebrais. Embora estudos realizados
em pacientes com depressdo e modelos de roedores gerados por transferéncia microbiana
fecal de tais pacientes sugiram causalidade, faltam evidéncias de uma influéncia de
alteracGes microbianas intestinais agudas nos parametros clinicos e comportamentais
humanos. Somente recentemente a terapia de transferéncia microbiana de rotulo aberto
em criangas com autismo validou provisoriamente a microbiota intestinal como alvo
terapéutico. O potencial de tradugdo dos achados pré-clinicos permanece incerto, sem

investigacdo clinica adicional (Martin & Mayer, 2017).
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Estudos preliminares em populagdes psiquiatricas sustentam a visdo de uma
disbiose em algumas condigdes, mas os estudos geralmente sdo em pequena escala e
marcados por possiveis variaveis de confusdo. Estudos pré-clinicos apoiam a viséo de que
psicobioticos (‘bactérias que quando ingeridas em quantidades adequadas tém um
beneficio positivo para a saude mental’) podem ser Uteis no tratamento de alguns pacientes
com dificuldades de satde mental (Kelly et al., 2017; Takada et al, 2016; Romijin, 2015).
Foi demonstrado que um coquetel de probioticos altera a atividade cerebral, conforme
monitorado por ressondncia magnética funcional, onde observou-se que a
Bifidobacterium longum altera a atividade elétrica cerebral. Porém, ainda nao foi
demonstrado de forma convincente que os achados de eficacia psicobiética demonstrados
em modelos pré-clinicos de doencas psiquiatricas se traduzirdo em pacientes, sendo

necessarios mais estudos (Dinan & Cryan, 2017).

Segundo Luczynski et al., 2016, a microbiota é necessaria para a responsividade
normal ao estresse, comportamentos semelhantes a ansiedade, sociabilidade e cognicao.
Além disso, a microbiota mantém a homeostase do sistema nervoso central regulando a
fungdo imunoldgica e a integridade da barreira hematoencefalica. A microbiota intestinal
também influencia os neurotransmissores, sinalizacdo sinaptica e neurotréfica e a
neurogénese. Com isso, aumentar a compreensao do impacto da microbiota intestinal no
cérebro e no comportamento tem o potencial de informar novas estratégias de manejo

para distlrbios gastrointestinais e neuropsiquiatricos relacionados ao estresse.

2.6 MODELOS PARA ESTUDO DA MICROBIOTA INTESTINAL

As abordagens que tém sido usadas para elucidar o papel da microbiota intestinal no
comportamento e na cogni¢do incluem o uso de animais livre de germes, animais com
infeccbes bacterianas patogénicas e animais expostos a agentes probidticos ou
antibidticos (Figura 3). A maioria desses estudos destaca um papel da microbiota na
modulacéo da resposta ao estresse e na modulacdo de comportamentos relacionados ao
estresse que sdo relevantes para transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depressdo
(Cryan & Dinan, 2012).
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Figura 3. Estratégias usadas para investigar o papel do eixo microbiota-intestino-cérebro na salde e na
doenca. Fonte: Adaptada de Cryan & Dinan, 2012.

Estudos de transplante fecal

As novas descobertas de que o0s probioticos podem ter um impacto nos
comportamentos cognitivos normais séo particularmente interessantes, pois sugerem que
existe uma certa flexibilidade no eixo intestino-cérebro-microbiota, bem na idade adulta
e apos a conclusdo dos estagios de desenvolvimento considerados 0 momento critico para
mediar possiveis mudanc¢as. Mudar a composi¢do da microbiota, em parte por meio da
administracdo de probi6ticos, parece ser uma opc¢do terapéutica viavel para modular a
fisiologia e o comportamento intestinal e pode melhorar a qualidade de vida em certas

populaces de pacientes (Gareau, 2014).

O género Lactobacillus inclui vérias bactérias gram-positivas. Eles podem converter
acucares hexose em acido latico, produzindo assim um ambiente &cido que impede o
crescimento de varias espécies de bactérias nocivas. Em humanos, os Lactobacillus estdo
particularmente presentes no trato gastrointestinal e na vagina e, juntamente com as
Bifidobactérias, que s@o as primeiras bactérias que séo colonizadas no intestino na idade

pos-natal. Os Lactobacillus e Bifidobacterium sdo frequentemente usados como
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probidticos. Os probioticos parecem ter inumeras funcdes, incluindo anti-inflamatorias,
antidiabéticas,  antiobesidade,  antipatogenicidade,  angiogénicas,  atividades
anticancerigenas e propriedades neuroprotetoras. (Salami, 2021; Makarova et al., 2006;
Walter, 2008; Walker, 2013; Kusku-Kiraz et al., 2018; George Kerry et al., 2018).

Alguns estudos mostraram o potencial efeito dos probioticos na modulagao do eixo
microbiota-intestino-cérebro. Uma combinacdo de probidticos contendo Lactobacillus
(Lactobacillus rhamnosus R0O011+L. helveticus R0052) previne déficits induzidos por
estresse na memoria de reconhecimento ap6s infeccdo com o patégeno bacteriano
entérico Citrobacter rodentium. Os probidticos podem restaurar a ativacdo neuronal na
regido CAL do hipocampo, que foi diminuida ap6s a exposicdo ao estresse agudo em
camundongos infectados pelo patdgeno. Este estudo sugeriu que os probiéticos podem
influenciar a expressao dos principais mediadores do comportamento cognitivo dentro
das estruturas do sistema limbico (Gareau, 2016; Gareau et al., 2011). A administracéo
de Bifidobacterium (B. longum) melhora a funcéo cognitiva em camundongos saudaveis
(Savignac, Kiely, Dinan, & Cryan, 2014). A alimentacdo de camundongos com dieta de
estilo ocidental pode induzir ganho de peso e déficits cognitivos, que podem ser
melhorados pela administracdo de L. helveticus R0052 (Ohland et al., 2013).

Os animais GF s&@o uma ferramenta de pesquisa que forneceu a base para grande parte
do trabalho que foi feito para elucidar o mecanismo por tras da existéncia dessa
comunidade microbiana complexa. Os modelos GF sdo vantajosos porque oferecem um
sistema experimental simplificado no qual doengcas ou membros especificos da
microbiota intestinal podem ser estudados isoladamente. Modelos GF também tém sido
usados para estudar os efeitos dos probioticos no hospedeiro. No entanto, o uso de animais
GF tem algumas desvantagens. Como a microbiota intestinal & crucial para o
desenvolvimento adequado do hospedeiro, as respostas alteradas exibidas pelos animais
GF podem néo refletir o que realmente ocorre no ambiente natural (Sekirov et al., 2010).

Prebidticos podem promover o crescimento de bactérias benéficas sobre espécies
comensais desfavoraveis no intestino. Os prebioticos foram redefinidos como compostos
ndo digeriveis que, através do seu metabolismo por microrganismos intestinais, modulam
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a composicao, atividade, ou ambas, da microbiota intestinal, 0 que confere um efeito
fisiologico benéfico ao hospedeiro. Embora os carboidratos da dieta, como
oligossacarideos, fruto-oligossacarideos e galacto-oligossacarideos, sejam os prebi6ticos
mais comumente usados, outros compostos, como polifenois, também podem se encaixar
nessa definicdo. A administracdo de dietas ricas em fibras aumenta a abundancia de
bactérias benéficas no intestino, como algumas Bifidobacterium e Lactobacillus spp,
causando efeitos anti-obesidade (Torres-Fuentes et al., 2017; Bindels et al., 2015; Torres-
Fuentes et al., 2015).

O tratamento com antibidticos pode ser usado para depletar a microbiota, fazendo
com que a neurogénese hipocampal seja reduzida em camundongos adultos normais,
efeito que é reversivel pelo exercicio ou administragdo de um coquetel probiético (Mohle
et al., 2016). A deplecdo por antibidticos em ratos adultos tem um impacto limitado no
estresse e ansiedade, mas aumenta os comportamentos do tipo depressivo, reduz as
respostas a dor visceral e prejudica a cognicdo (Hoban et al., 2016). Por outro lado,
quando administrados durante o desenvolvimento pés-natal, os antibiéticos promovem
hipersensibilidade visceral em ratos machos adultos sem afetar as respostas de ansiedade,
cognitivas, imunes ou relacionadas ao estresse (O'Mahony et al., 2014). A deplecdo da
microbiota por antibiéticos em camundongos adolescentes apds o desmame levou a
reducdo da ansiedade, juntamente com déficits cognitivos medidos na idade adulta,
mostrando que o efeito da deplecdo depende do estagio de vida para avaliar 0 impacto
sobre o funcionamento fisiologico (Foster, Rinaman & Cryan, 2017; Desbonnet et al.,
2015).

Uma nova estratégia promissora para alterar a composicao da microbiota intestinal é
a FMT de doadores saudaveis no trato intestinal do paciente, normalmente por
colonoscopia ou endoscopia duodenal, resultando na restauragdo da estrutura e
funcionalidade da comunidade microbiana intestinal normal. As cepas microbianas
doadoras em seres humanos podem colonizar a microbiota intestinal receptora e persistir
por pelo menos 3 meses apds 0 FMT. No entanto, as compatibilidades doador-receptor

sdo importantes para o estabelecimento bem-sucedido das cepas microbianas do doador
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no intestino do receptor, com maior chance de prosperar se a espécie ja estiver presente
no receptor (Torres-Fuentes et al., 2017; Khoruts & Sadowsky, 2016; Li, Zhu & Benes,
2016).

A microbiota intestinal ajuda a equilibrar as principais funcdes vitais do hospedeiro,
incluindo a imunidade e estado nutricional. As alteracbes na composicao e/ou atividade
da microbiota intestinal podem estar implicadas no controle da inflamacéo,
armazenamento de gordura e resposta alterada da glicose em pacientes obesos. Os
Probidticos e prebioticos sdo ferramentas de pesquisa interessantes para avaliar a
relevancia de bactérias especificas na obesidade. Um desafio futuro é avaliar e confirmar
a relevancia de nutrientes e/ou tratamentos capazes de promover seletivamente bactérias
benéficas (probioticos, prebidticos e outros) para controlar a adiposidade e distarbios
metabolicos relacionados (Delzenne & Cani, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o papel da microbiota intestinal sobre a disfunc¢do cognitiva e alteragdes
metabdlicas induzidas pela dieta hiperlipidica em camundongos C57BL/6.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito da modulacdo da microbiota intestinal por antibioticos e
transplante de microbiota fecal em camundongos C57BL/6 machos alimentados com
dieta normo ou hiperlipidica, sobre as seguintes variaveis na vida adulta:

e Ganho de peso.

e Teste de tolerancia a glicose.

e Funcdo cognitiva, por meio de testes comportamentais (campo aberto e
reconhecimento de objeto).

e Massa e caracteristicas histologicas de depositos de tecido adiposo branco
subcutaneo (inguinal e abdominal anterior), tecido adiposo branco visceral
(epididimal/parametrial e retroperitoneal) e marrom interescapular.

e Atividade microglial determinada pela expressdo da proteina acida fibrilar glial
(GFAP) no encéfalo, por analise imuno-histoquimica.

e Andlise da composi¢do da microbiota intestinal pela sequéncia do gene 16S rRNA

em DNA extraido de amostras fecais.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ESTUDO IN VIVO E PROJETO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o0s principios éticos de
experimentacdo animal e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto de Biologia da UnB, com nimero de protocolo n° 23106.110055/2021-87 -
Anexo A. Os animais foram provenientes da Universidade Catdlica de Brasilia. Foram
utilizados camundongos C57BI/6, machos, com 6 semanas de idade. Apds sua chegada
ao biotério da UnB, os animais passaram por um periodo de adaptacdo ao novo ambiente

antes de sua utilizagdo.

Os animais foram divididos em dois grupos de dieta, alimentados com dieta
controle (normolipidica - CD) ou dieta hiperlipidica (HFD), fornecida na forma de pellet
partir da 72 semana até a 16% semana de vida. 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 obtidas da empresa
PRAGSOLUCOES Biociéncias®. A composicio da CD e da HFD estéo apresentadas na
Tabela 1. O fornecimento de dieta e de agua potavel (filtrada) foi ad libitum e os animais
separados em grupos de até 5 animais por gaiola e mantidos em microisoladores, com

temperatura controlada (23-25°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas cada.

33



Tabela 1 — Composicdo das dietas controle e hiperlipidica.

Normolipidica Hiperlipidica
Ingrediente kcal %kcal kcal %kcal
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

A partir da 7% semana de vida, os animais foram divididos em quatro grupos

experimentais:

Grupo 1: animais que receberam somente dieta controle (CD, n=9).
Grupo 2: animais que receberam somente a dieta hiperlipidica (HFD, n=8).

Grupo 3: animais que receberam a dieta hiperlipidica e o tratamento com antibidticos
(HFD+ATB, n=9).

Grupo 4: animais que receberam dieta hiperlipidica e o tratamento com antibioticos e na
132 semana de idade foi realizado o transplante fecal, apds a suspensao da administracao
de antibidticos (HFD+FMT, n=9).

O tratamento com antibioticos, para a modulagdo da microbiota intestinal, foi
realizado com ciprofloxacino 0,2 g/L e vancomicina 0,5 g/L, da 10* a 162 semana (6
semanas), na agua potavel para a modulacdo da microbiota intestinal. O esquema de
administragdo foi baseado em dados do estudo prévio de Suez et al (2014). Ambos foram
diluidos na agua filtrada e para a completa diluicdo da ciprofloxacino fez-se necessario
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acrescentar 280 pL/L de &cido acético glacial. Os animais que ndo pertencem aos grupos

tratados com antibidticos receberam apenas &gua filtrada.

Na 132 semana realizou-se o transplante de fezes, apds a retirada de antibidticos e
a manutencdo de camundongos alimentados com a HFD. O material fecal coletado de
animais alimentados com CD e veiculo, passou pelo processo de homogeneizacdo com
solucdo salina estéril, centrifugacdo a 800 rpm por 2 min e o sobrenadante coletado e
dado por gavagem, 300 uL por animal, conforme esquema utilizado previamente por Suez
et al. (2014). Os outros animais receberam apenas solucdo salina estéril. O tratamento
teve duracdo de 3 dias seguidos. Os testes comportamentais ocorreram na 142 semana.

O peso corporal foi avaliado semanalmente. Na 15% semana, avaliou-se a glicemia,
medida no sangue capilar com auxilio de glicosimetro. Os camundongos foram
eutanasiados na 162 semana. Apds a eutandsia, foram coletados amostra de tecidos para
analises histologicas dos diferentes depdsitos de tecido adiposo e encéfalo para analise

imuno-histoquimica (Figura 4).

— Peso corporal

) i— Tolerancia a glicose
Dieta Dieta Tratamento  Transplante Testes TTG Eutanasia
Normolipidica Hiperlipidica Antibiético Fecal Comportamentais Teaten
| comportamentais
> —
| I | Composicdo da
microbiota
6 sem 7 sem 10 sem 13 sem 14 sem 15 sem 16 sem
— Histologia
L~ Imunohistoquimica
Material fecal ~ Solugdo salina Suspenséo fecal

Y _—
Transplante ('/. T_gv dh Centrifugagdo a
Fecal b .\I IV_ 800 rpm por 2 min

CD - Material fecal

300 pL por gavagem
3 dias seguidos

Figura 4. Delineamento experimental. Camundongos machos C57BL/6 foram tratados com dieta normo
ou hiperlipidica, da 72 & 162 semana de vida. Da 10* semana a 162 semana de vida, o grupo HFD+ATB

recebeu tratamento com antibi6ticos na dgua de beber, para promover a modulagdo da microbiota intestinal
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e 0 grupo HFD+FMT recebeu tratamento com antibidtico até a 13* semana, quando foi realizado o

transplante de fezes. Fonte: Autoria propria.

As fezes coletadas ao final do experimento, para avaliar a composi¢ao da microbiota

intestinal, foram processadas para extracdo do DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA.

4.2 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TTG)

Apdbs 6 horas de jejum diurno, sem restricdo de acesso a agua, foram coletadas
amostra de sangue da cauda para determinacdo da glicemia basal (tempo zero) e,
posteriormente, 0s animais receberam por via intraperitoneal solucéo de glicose, na dose
de 1g/kg de peso corporal. Amostras de sangue da cauda foram coletadas apds 15, 30, 60,
90 e 120 minutos da injecdo de glicose e analisadas com tiras reativas em glicosimetro

(Accuchek Performa, Roche).

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

Foi utilizado um protocolo de PCR de dois passos, ou duas reacdes de PCR. Na
primeira reacdo de PCR, foram utilizados os primers V3-V4 341F-806R, pois esse par
tem grande cobertura taxondmica em bactérias e Archaea. Em seguida, utilizaram-se 0s
primers VV3-V4; os primeiros primers de PCR contém as sequéncias Illumina baseadas no
adaptador de estrutura TruSeq (Illumina, San Diego, CA), permitindo a segunda PCR
com sequéncias de indexacao. As reacdes de PCR foram sempre realizadas em triplicatas
utilizando Platinum Taq (Invitrogen, EUA) com as condicdes: 95°C por 5 min, 25 ciclos
de 95°C por 45s, 55°C por 30s e 72°C por 45s e extensdo final de 72°C por 2 min para
PCR 1. Para PCR 2 as condicdes foram 95°C por 5 min, 10 ciclos de 95°C por 45s, 66°C
por 30s e 72°C por 45s e uma extensao final de 72°C durante 2 min.

Os dados de sequenciamento microbiano 16S foram analisados usando o software

Quantitative Insights into Microbial Ecology (QIIME) (http://www.quiime.org).
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44 HISTOLOGIA

As amostras de tecido adiposo branco e marrom foram fixadas com formaldeido a
10%. Foram desidratados em uma serie gradativa de solucGes alcoolicas; alcool etilico
70%, 80%, 95% e 3 passagens no alcool absoluto. Depois, as amostras 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 microtomo Leica
Biosystems, modelo RM 2235 (Leica Biosystems, Alemanha). A etapa de coloragéo foi
feita com hematoxilina-eosina, para analise das amostras teciduais quanto a ocorréncia
de alteracbes morfoldgicas. 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). O tamanho dos adipécitos foi determinado usando o software ImageJ
(versdo 1.8. U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA).

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS
451 TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto € utilizado para investigar a atividade locomotora dos
animais (Prut e Belzung, 2003). A arena é feita de madeira com assoalho branco, dividido
por linhas pretas em 25 quadrados (10 x 10 cm) e cercado por paredes elevadas com 45,5
cm de altura e 60 cm de didmetro. Os animais foram colocados no centro do campo aberto,
individualmente, e o numero total de cruzamentos foi registrado por 5 minutos. Um
cruzamento é quando o animal atravessa o quadrado com as quatro patas. O teste foi
filmado e analisado pelo programa ANY-maze Behavior Tracking Software, e foram
avaliados os seguintes parametros: distancia total percorrida (m), tempo de permanéncia
no centro da arena (s), nimero de cruzamentos, velocidade maxima (m/s) e velocidade

média (m/s).
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452  TESTE DE RECONHECIMENTO AO NOVO OBJETO
Neste teste, 0 animal foi familiarizado com um objeto, e entéo, apés um periodo,
é apresentado simultaneamente a0 mesmo objeto e a um novo objeto. Os objetos

utilizados apresentam nivel exploratdrio, complexidade fisica e tamanho similares.

Na sessao treino, dois objetos idénticos foram apresentados aos camundongos.
Neste momento, é registrado o tempo de exploracdo de cada um dos objetos colocados na
arena do campo aberto, durante 5 minutos. Os animais retornaram as suas gaiolas
imediatamente depois do treino. Uma hora ap06s o treino, os animais foram reintroduzidos
no campo aberto que agora contém um objeto novo e um objeto previamente explorado.
Neste periodo registra-se, novamente, o tempo de exploracdo de cada um dos objetos
durante 5 minutos (Figura 5). Os seguintes comportamentos serdo considerados como
exploracdo do objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia.
Um indice de discriminacdo - [t(s) A2 x 100/ {t(s) A2 + t(s) Al}], onde A2 é o tempo
gasto pelos animais explorando o objeto novo e Al é o tempo gasto pelos animais
explorando o objeto velho - é utilizado para medir a memoria de reconhecimento (Greco
etal., 2010). O teste foi filmado e analisado pelo programa ANY-maze Behavior Tracking

Software.

4.6 IMUNO-HISTOQUIMICA DA PROTEINA ACIDA FIBRILAR GLIAL

A proliferacdo astrocitica foi avaliada pela marcacédo da proteina acida fibrilar glial
(GFAP). Os cérebros dissecados foram fixados em paraformaldeido a 4%, embebidos em
parafina e cortados em secdes de 5 um de espessura. As se¢des foram entdo incubadas
com tampdo citrato por 30 min a 95°C para recuperacdo do antigeno, lavadas com solucao
salina tamponada com Tris (TBS) e incubadas com solucdo de bloqueio (4% BSA em
TBS + 0,5% Triton, TBST) por 2 h. A imunocoloracéo foi realizada com incubacdo com
anticorpo primario anti-GFAP de camundongo (1:200; Sigma, San Louis, Missouri,
EUA), preparado na solucdo blogueadora. As se¢Bes foram entéo lavadas com TBST e
incubadas com anticorpo anti-camundongo biotinilado secundario. A ligacdo do

anticorpo foi detectada usando HRP/DAB Polyvalent Detection Kit (Abcam, Cambridge,
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UK), seguido por coloracdo de hematoxilina. A marcacdo foi observada com o Aperio
Digital Pathology Slide Scanner CS2 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) sob
ampliacdo de 20X. Imagens de CAL e giro denteado do hipocampo foram obtidas para
quantificacdo de GFAP imunopositivos, medindo-se a area total marcada usando o
software ImageJ (versdo 1.8. U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
EUA).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos relativos ao peso e teste de toleréncia a glicose foram expressos
como média e erro padrdo da média de cada grupo de tratamento. Todas as analises foram
realizadas com a utilizacdo do programa GraphPad Prism versdo 7.0 para Windows. O
teste t de Student ndo pareado foi usado para comparar a média entre dois grupos, a analise
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) sequida do pds-teste de Bonferroni foi utilizada para comparar as médias
entre maltiplos grupos quando se tinha tratamento em relagdo ao tempo. O critério de
significancia para todas as analises foi o valor p < 0,05. Andlise de coluna para teste de
reconhecimento de objeto para determinar se o indice de discriminacdo difere
significativamente de um valor teérico de 50% (i.e., nivel de chance). * p < 0,05 versus
50% (objeto novo).
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5. RESULTADOS

5.1 A MODULACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL DIMINUI O GANHO
DE PESO INDUZIDO POR DIETA HIPERLIPIDICA E A INTOLERANCIA
A GLICOSE

A modulacdo da microbiota intestinal por antibioticos ou FMT diminuiu o ganho de
peso induzido por HFD e, no final da semana 16, o0 ganho de peso em ambos 0s grupos

foi comparavel ao de camundongos alimentados com CD (Figuras 5A e 5B).

A ingestdo de HFD prejudicou a homeostase da glicose em camundongos, conforme
indicado pelo aumento dos niveis da glicemia em jejum (Figura 5C) e diminuic¢do da
tolerancia a glicose (Figuras 5D e 5E), em comparacdo com a ingestdo de CD. Tanto o
tratamento antibidtico quanto o FMT melhoraram a intolerancia a glicose induzida por
HFD (Figuras 5D e 5E), com o efeito dos antibioticos sendo de maior magnitude,
conforme indicado pelos niveis de glicemia em jejum e sobrecarga de glicose ap0s injecdo
intraperitoneal, comparéveis aos de camundongos alimentados com CD (Figuras 5D e
5E).
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Figura 5. A modulacdo da microbiota melhora o ganho de peso induzido por HFD e a intolerancia a
glicose. (A) Peso corporal antes e depois do tratamento com antibiético e FMT, (B) ganho de peso no final
do experimento, (C) niveis de glicemia em jejum na semana 15, (D) niveis de glicemia antes e 15, 30, 60,
90 e 120 min ap6s a administracdo intraperitoneal de 1 g/kg de glicose, e (E) a area sob a curva (AUC) do
teste de tolerancia a glicose (GTT). Dados apresentados como média £ SEM. As diferencas ao longo do
tempo no peso corporal e nos niveis de glicose no GTT entre 0s grupos de tratamento foram analisadas por
ANOVA de duas vias, e ANOVA de uma via foi usada para examinar as diferencas no ganho de peso,
glicemia em jejum e AUC no GTT entre os grupos; n = 8-9 para cada grupo experimental. *p<0,05;
***p<0,001 ****p<0,0001.

52 A MODULACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL DIMINUI A
HIPERTROFIA DE ADIPOCITOS INDUZIDA POR DIETA
HIPERLIPIDICA

A alimentacdo por HFD induziu hipertrofia de adipdcitos no tecido adiposo branco
visceral (WAT Visceral, Figuras 6A e 6B), WAT subcuténeo (Figuras 6C e 6D) e tecido
adiposo marrom (BAT, Figuras 4E e 6F). A modulacdo do microbioma intestinal por
antibidticos e FMT em camundongos alimentados com HFD diminuiu a hipertrofia dos
adipdcitos em todos os depositos adiposos avaliados, conforme indicado pela érea
reduzida dos adipdcitos, e o efeito dos antibiéticos e FMT foram comparéveis ao dos

animais alimentados com a CD (Figuras 6A-F).
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Figura 6. Modulagdo do microbioma intestinal por antibioticos e transplante de microbiota fecal
previne a hipertrofia do tecido adiposo induzida por HFD. Tecido adiposo branco visceral (A e B),
subcutaneo (C e D) e tecido adiposo marrom (E e F) de camundongos alimentados com dieta controle (CD)
ou dieta hiperlipidica (HFD), sendo esta Ultima submetida a antibioticoterapia (HFD+ATB) ou transplante
de microbioma fecal (HFD+FMT). A, C, E: cortes de tecido adiposo corados com hematoxilina e eosina
(aumento de 10X; barra de escala 200 um; imagem representativa de um depdsito adiposo de camundongo
de cada grupo experimental). B, D e F: quantificacdo do tamanho dos adipdcitos apresentada como média
+ SEM e analisada pela ANOVA one-way). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 ****p<0,0001.
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5.3 TRANSPLANTE DE MICROBIOMA FECAL DE DOADORES COM DIETA
CONTROLE MELHORA A DIMINUICAO DA DIVERSIDADE DA
MICROBIOTA FECAL INDUZIDA PELA DIETA HIPERLIPIDICA

A composicao da microbiota fecal foi avaliada por sequenciamento 16S rRNA, e
os camundongos que receberam HFD e antibidticos foram excluidos devido a deplecéo
completa da microbiota intestinal fecal na semana 16 (dados ndo mostrados).
Camundongos alimentados com CD exibiram uma maior variedade de filos quando
comparados com camundongos alimentados com HFD. Camundongos alimentados com
HFD recebendo FMT de doadores alimentados com CD mostraram restauracdo parcial
da diversidade de filos (Figura 7A). Notavelmente, a abundancia relativa do filo
Verrucomicrobia em camundongos alimentados com HFD ap6s o FMT aumentou para

niveis semelhantes aos encontrados em camundongos alimentados com CD.

A diversidade alfa do microbioma intestinal fecal na semana 16 foi maior em
camundongos alimentados com CD em comparag¢do com camundongos alimentados com
HFD e foi aumentada por FMT de doadores alimentados com CD para camundongos
alimentados com HFD (Figura 7B). O indice de Shannon, que considera 0 numero de
espécies e sua abundancia relativa, indicou riqueza e diversidade de espécies
significativamente maiores em camundongos alimentados com CD em comparacdo com
camundongos alimentados com HFD, mas ndo houve efeito significativo de FMT em
camundongos alimentados com HFD. Por outro lado, o Indice de Simpson, que se baseia
apenas na abundancia relativa de espécies, mostrou uma diferenca significativa entre os
grupos de camundongos alimentados com CD e HFD, representando que a frequéncia

observada no grupo CD é menor do que no grupo HFD (Figura 7B).

A avaliacdo da diversidade beta do microbioma fecal indicou diferencas
significativas entre camundongos alimentados com CD e HFD (Figura 7C).
Camundongos alimentados com HFD recebendo FMT de doadores alimentados com CD
exibiram uma diminuicdo na separacdo de seu microbioma fecal e de camundongos

alimentados com CD (Figura 7C).
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Figura 7. Influéncia da dieta e do transplante de microbiota fecal no microbioma fecal. Composigéo

do microbioma fecal determinada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA no DNA extraido de amostras

fecais de camundongos alimentados com uma dieta controle (CD) ou dieta rica em gordura (HFD) e
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camundongos alimentados com uma HFD e recebendo transplante microbiano fecal de doadores
alimentados com CD (HFD+FMT). (A) Abundancia relativa de filos, (B) Boxplots mostrando diversidade
alfa usando diferentes métricas (espécies observadas, indice de Shannon e indice de Simpson) e (C) Analise
de componentes principais de grupos taxondmicos em filos de diversidade beta. n = 5 em cada grupo
experimental; * p<0,05 ANOVA de uma via.

54 TRANSPLANTE DE MICROBIOMA FECAL DE DOADORES
ALIMENTADOS COM DIETA CONTROLE MELHORA A DEFICIENCIA
COGNITIVA INDUZIDA POR DIETA HIPERLIPIDICA

Durante o periodo de habituacdo na arena de campo aberto, ndo houve diferenca entre
0S grupos experimentais na atividade exploratoria de linha de base, conforme indicado
pela distancia total percorrida (Figura 8A), tempo gasto na zona central (Figura 8B) e
namero de cruzamentos (Figura 8C). Camundongos alimentados com CD exibiram
memoria de reconhecimento tipica, conforme demonstrado pelo aumento do
comportamento exploratorio em relacdo ao novo objeto usado nas sessdes de teste (Figura
8D). Por outro lado, camundongos alimentados com HFD ndo atingiram a porcentagem
exploratéria do novo objeto, acima do valor hipotético de 50%, 1h apds a secdo de
treinamento (Figura 8D). Camundongos alimentados com HFD tratados com antibiéticos
tiveram um aumento ndo significativo na memaria de reconhecimento em comparagao
com camundongos alimentados com HFD, enquanto camundongos alimentados com
HFD que receberam FMT de doadores alimentados com CD recuperaram totalmente a

perda de memoria de reconhecimento induzida por HFD (Figura 8D).

45



=
m

— 40— — 20-
g . g e CD
8 c
2 .0 Z15{ g . s HFD
g .« @ o o HFD+ATB
§'2El— * o ¢ 8 104 * o © © HFD+FMT
z °fo £ o, °
:é L ] [ ] o
-~ o . d [¢® e o9
'S 10+ X g 57 ® =
S e 11371174 B®
i D
(=] 3 o
C D * *

40— H1I]0-
o ] £
£ b
@ 30+ 'y
E ® s “ £
B ode T rn
o 207 I y8e 0° o9 EEE
o ? $_~ =
o 0] T 1]
el o - =
g 10- . oq | e 2
3 . . o © =

0 0

Figura 8. A modulacdo do microbioma intestinal por transplante microbiano fecal de doadores
alimentados com dieta controle reverte a disfungdo de memdria induzida por dieta hiperlipidica. (A)
Distancia total percorrida, (B) porcentagem de tempo na zona central e (C) nimero de cruzamentos na arena
durante a habituagéo em campo aberto antes do teste de reconhecimento ao novo objeto. (D) Desempenho
cognitivo no teste de reconhecimento ao novo objeto avaliado pelo indice de discriminacgdo, usando um
intervalo de uma hora entre as sessdes de treino e teste. Dados apresentados como média + SEM. Valores

de p versus niveis de chance de 50%, por ANOVA unidirecional.

46



5.5 TRANSPLANTE DE MICROBIOMA FECAL DE DOADORES
ALIMENTADOS POR DIETA CONTROLE DIMINUI A ASTROGLIOSE
INDUZIDA POR DIETA HIPERLIPIDICA

As células do hipocampo das regides CA1 e DG foram marcadas para a proteina &cida
fibrilar glial, GFAP (Figura 9). A alimentacdo com HFD induziu astrogliose na regido
CAL do hipocampo, conforme indicado pelo aumento na area total corada de GFAP,
sugerindo aumento da inflamacdo local, em comparagdo com camundongos CD (Figuras
9A e 9B). FMT de doadores alimentados com CD para receptores alimentados com HFD
restaurou a expressdo de GAFP em CAL para niveis comparaveis aos de camundongos
alimentados com CD, enquanto o tratamento antibidtico de camundongos alimentados
com HFD nédo alterou a expressdéo de GAFP em comparagdo com camundongos
alimentados com HFD tratados com veiculo (Figuras 9A e 9B). No giro denteado (DG),
a expressdo de GFAP ndo foi modificada pela alimentagdo com HFD, quando comparada
com a alimentagdo com CD, mas foi reduzida pela administracdo de antibidticos a
camundongos alimentados com HFD em comparacdo com camundongos alimentados

com HFD tratados com veiculo (Figuras 9A e 9C).
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Figura 9. FMT melhora a astrogliose induzida por HFD na regido CA1 do hipocampo. (A) Imagens
representativas da coloragdo GFAP no giro denteado, DG (painel superior) e regido CA1 (painel inferior)
do hipocampo. Quantificacéo da area corada de GFAP (um?) em (B) a regido hipocampal CA1 e em (C) as
regides DG apresentadas como média + SEM e analisadas por ANOVA de uma via. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, mostramos que a modulacdo da microbiota intestinal com
antibioticos ou FMT melhora a disfungdo metabdlica e cognitiva induzida pela ingestéo
excessiva de lipidios saturados na dieta. A prépria HFD induziu obesidade, intolerancia
a glicose, distrofia do tecido adiposo, comprometimento cognitivo e aumento da
inflamacdo no hipocampo observada através da astrogliose. O tratamento com
antibidticos em animais alimentados com HFD aliviou o ganho de peso excessivo e
restaurou a homeostase da glicose, além de prevenir a hipertrofia do tecido adiposo. O
FMT de doadores alimentados com CD para camundongos receptores alimentados com
HFD também diminuiu o ganho excessivo de peso corporal, a hipertrofia do tecido
adiposo e melhorou a intolerdncia & glicose. O FMT também melhorou o
comprometimento cognitivo induzido por HFD e a astrogliose do hipocampo. Os ultimos
efeitos foram acompanhados por uma mudanca no perfil do microbioma intestinal fecal:
enquanto o HFD promoveu um perfil “obesogénico”, o FMT restaurou parcialmente a

diversidade perdida com a ingestdo excessiva de lipidios.

A HFD leva a obesidade e a alteracdo da composi¢do do microbioma intestinal, a
chamada disbiose intestinal. Este ultimo esta associado a inflamacdo intestinal,
diminuicdo das juncdes estreitas intestinais e aumento da permeabilidade intestinal,
facilitando assim a translocacdo de moléculas derivadas da microbiota, como o LPS. O
LPS circulante est4 associado a esteatose hepatica, alteracdo da sinaliza¢do da insulina e
ativacdo da resposta inflamatéria mediada pelo WAT. Essas alteracdes contribuem para
a resisténcia a insulina (Saad, Santos & Prada, 2016; Aron-Wisnewsky et al., 2021). O
acumulo de evidéncias mostrou que a dieta pode modificar o microbioma intestinal e essa
observacdo fornece um bom exemplo de como a intervencdo dietética pode
potencialmente ser usada para controlar doengas complexas, como obesidade e diabetes.
O transplante de microbiota fecal tem sido usado com sucesso para gerenciar varias

condigdes diferentes, incluindo obesidade (Singh et al., 2017).

Observamos que o tratamento com antibioticos e o FMT melhoraram a obesidade

e a toleréncia a glicose em camundongos alimentados com HFD. Esses achados esta de
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acordo com estudos anteriores relatando que os antibidticos modulam a microbiota
intestinal e melhoram a intoleréncia a glicose induzida por HFD e o ganho de peso, além
de estimular a gordura bege e diminuir a massa de gordura branca e o tamanho dos
adipdcitos. Os ultimos efeitos sdo acompanhados por diminuicdo do LPS circulante, e
essa reducdo demonstrou diminuir ou mesmo eliminar a acdo dos lipidios da dieta que
induzem distarbios metabdlicos. (Shi et al., 2006; Cani et al., 2008; Tsukumo et al., 2007,
Suérez-Zamorano et al., 2015).

As principais caracteristicas da microbiota intestinal na obesidade séo a reducgéo
da diversidade microbiana, com diminui¢do da abundancia relativa de bactérias com
potenciais propriedades anti-inflamatorias, e aumento daquelas associadas a disturbios
metabdlicos, como diabetes tipo 2 e disturbios neurolégicos. (Festi et al., 2014; Schippa
& Conte, 2014; Landman & Quévrain, 2015; Henao-Mejia et al., 2012). Estas
caracteristicas foram confirmadas no presente estudo. O FMT de camundongos
alimentados com CD para receptores alimentados com HFD mudou a composic¢do da
microbiota intestinal, aumentando a abundéncia relativa do filo Verrucomicrobia,
sugerindo modulacdo da microbiota para um perfil mais semelhante aos doadores
alimentados com CD. A obesidade esta associada a menor abundancia relativa da espécie
Akkermansia muciniphila, que pertence ao filo Verrucomicrobia, quando comparada ao
estado nutricional eutr6fico em camundongos e humanos. Anhé & Marette, (2017)
mostraram que o uso de Akkermansia muciniphila como probi6tico aumentou a
capacidade dessa bactéria em reduzir a massa gorda e melhorar a sindrome metabdlica
em camundongos com obesidade induzida por dieta. Assim, esta espécie apresenta
propriedades benéficas contra a obesidade e resisténcia a insulina, estando associada a
um estado metabolico mais saudavel. Portanto, é possivel que o aumento na abundancia
relativa do filo Verrucomicrobia ap6s o FMT possa estar diretamente relacionado a

melhora metabdlica aqui observada.

A obesidade e a resisténcia a insulina induzida pelo consumo prolongado de HFD
acarreta na inflamacdo intestinal e sistémica, alteracbes microgiais, disfuncédo

mitocondrial cerebral e varias anormalidades do hipocampo, como estresse oxidativo e
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apoptose. Essas alteracdes, por sua vez, estdo mecanicamente ligadas ao declinio
cognitivo associado a obesidade. Chunchai et al. (2018) relataram que prebidticos,
probidticos ou simbidticos induzem efeitos neuroprotetores, possivelmente mediados
pela atenuacdo da inflamacdo, estresse oxidativo hipocampal e apoptose, disfuncao
mitocondrial e disfuncdo microglial. Da mesma forma, nossas descobertas apontaram que
a modulacdo da microbiota intestinal por FMT melhorou a disfungédo cognitiva induzida
por HFD, conforme evidenciado por uma taxa de discriminagéo superior a 50% no teste
de reconhecimento ao novo objeto. Portanto, modular a microbiota intestinal na
obesidade pode ser uma estratégia para reverter o comprometimento cognitivo causado
pela HFD.

Esses achados estéo de acordo com as evidéncias que indicam que uma microbiota
intestinal saudavel é necessaria para o aprendizado, a memdria e a plasticidade sinaptica
normais dependentes do hipocampo. Os mecanismos subjacentes a tais efeitos incluem a
producdo e modulacdo de neurotrofinas, neurotransmissores e receptores, regulacdo de
processos moleculares intracelulares, recuperagdo do equilibrio inflamatorio/anti-
inflamatdrio e oxidativo/antioxidante e invariabilidade histoldgica do hipocampo. A
atividade dos circuitos neuronais do hipocampo, bem como as fun¢des comportamentais
dessa regido cerebral, responde positivamente a diferentes misturas de bactérias
probidticas (Salami & Soheili, 2022; Tang et al., 2021; Guzzetta, Cryan & O’Leary,
2022). Avaliamos a neuroinflamacdo pela anéalise de astrcitos positivos para GFAP na
area CAl e giro denteado (DG) do hipocampo e descobrimos que a HFD induziu
astrogliose significativa na area CA1, mas ndo na area DG. A modulacdo da microbiota
por FMT e antibidticos afetou diferencialmente a astrogliose hipocampal induzida por
HFD. FMT de doadores alimentados com CD restaurou a astrogliose em camundongos
alimentados com HFD, na area CA1, enquanto o tratamento com antibiéticos melhorou a
astrogliose induzida por HFD no DG. Os ultimos efeitos podem estar mecanicamente
ligados a melhora da fungéo cognitiva pela modulacdo da microbiota intestinal.

Nossos dados suportam a associacdo entre a microbiota intestinal, homeostase

metabdlica e cognicgdo, indicando que a modula¢do da composi¢do da microbiota por
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FMT ou tratamento com antibioticos afeta favoravelmente a disfuncdo metabolica e
cognitiva induzida por HFD em camundongos. Esses achados indicam que a modulagéo
da microbiota intestinal pode ser uma estratégia eficaz para lidar com as complicacdes da

obesidade.
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7 CONCLUSAO

Tendo em vista 0s aspectos observados, mostramos que a modulacdo do
microbioma intestinal por transplante de microbiota fecal de camundongos alimentados
com dieta controle (CD) para camundongos receptores de dieta rica em gordura reverte o
comprometimento da memoria de reconhecimento induzido por HFD. O ultimo efeito é
acompanhado por astrogliose diminuida na regido CA1l do hipocampo e melhora
metabolica. A modulagdo do microbioma intestinal de camundongos alimentados com
HFD por antibioticos promove efeitos semelhantes, embora de menor magnitude. Nossas
descobertas destacam o papel da microbiota intestinal no comprometimento cognitivo
induzido por HFD e implicam que direcionar a dishiose intestinal tem potenciais

beneficios terapéuticos.
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