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RESUMO

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo ou anormal de gordura que
apresenta riscos a saude. A microbiota intestinal tem fun¢éo importante na obesidade
e, assim, os probibticos surgem como uma possibilidade de tratamento, pois sdo
capazes de modular a microbiota do hospedeiro e conferir beneficios a sua saude.
Assim, esse trabalho visa avaliar o efeito de bactérias isoladas do leite materno
humano como estratégia terapéutica em modelo de obesidade em camundongo.
Inicialmente, foi realizado um screening utilizando camundongos C57BL/6 machos de
oito semanas de idade que foram divididos em grupos tratados com cada uma das
nove bactérias isoladas do leite materno (10° UFC/mL) e a dieta indutora de obesidade
(DIO) durante oito semanas. As bactérias que apresentaram os melhores resultados
em modelo de obesidade foram Lactobacillus gasseri (7) e Lacticaseibacillus
rhamnosus (64). Em seguida, foi avaliado o efeito da administracéo de L. gasseri, L.
rhamnosus e uma mistura das duas bactérias em modelo murino de obesidade
induzida por dieta hiperlipidica. Camundongos C57BL/6 machos de oito semanas de
idade foram divididos em grupos tratados com a dieta controle (AIN-93M) ou DIO e
receberam 0,1 mL do potencial probidtico diariamente (10° UFC/mL) durante oito
semanas. Os grupos tratados com as bactérias de forma isolada apresentaram
reducdo do peso corporal, maior tolerancia a glicose, diminuigdo de enterobactérias
nas fezes e aumento de bactérias do &cido latico, diminuicdo do colesterol total e
colesterol HDL e melhora na cogni¢céo. Ja o grupo tratado com a mistura das duas
bactérias ndo apresentou efeito protetor em modelo de obesidade. Em seguida,
avaliamos se o efeito protetor das bactérias poderia ser transmitido verticalmente para
a prole. Mées gravidas foram tratadas com as bactérias durante a gestacdo e todo o
periodo de amamentacdo e, apés o desmame, os camundongos machos foram
selecionados para inducéo da obesidade. Observamos que houve uma prevencéao do
ganho de peso na prole das mées que receberam os probio6ticos durante a gestacéo
e amamentacdo. Observamos também nesses animais uma melhora no perfil lipidico
e glicémico e diminuicdo da inflamagcdo no figado. Dessa forma, L. gasseri e L.
rhamnosus apresentaram efeito benéfico na reducdo da obesidade, quando
administradas separadamente, sendo uma possivel estratégia terapéutica para esse
modelo.

Palavras-chave: obesidade; probidticos; microbiota; leite materno; Lactobacillus

gasseri; Lacticaseibacillus rhamnosus.



ABSTRACT

Obesity is characterized by the excessive or abnormal accumulation of fat, posing
health risks. Intestinal microbiota plays an important role in obesity, and thus,
probiotics emerge as a treatment possibility, as they can modulate the host's
microbiota and confer health benefits. Therefore, this study aims to evaluate the effect
of bacteria isolated from breast milk as a therapeutic strategy in a mouse model of
obesity. Initially, a screening was performed using eight-week-old male C57BL/6 mice,
which were divided into groups treated with each of the nine bacteria isolated from
breast milk (10° CFU/mL) and the obesity-inducing diet (DIO) for eight weeks. The
bacteria that showed the best results in the obesity model were Lactobacillus gasseri
(7) and Lacticaseibacillus rhamnosus (64). Next, the effect of administering L. gasseri,
L. rhamnosus, and a mixture of the two bacteria was evaluated in a murine model of
diet-induced obesity. Eight-week-old male C57BL/6 mice were divided into groups
treated with the control diet (AIN-93M) or DIO and received 0,1mL of the probiotic (10°
CFU/mL), daily, for eight weeks. The groups treated with the bacteria individually
showed reduced body weight, improved glucose tolerance, decreased enterobacteria,
increased lactic acid bacteria, decreased total cholesterol and HDL cholesterol, and
improved cognition. However, the group treated with the mixture of the two bacteria
did not show a protective effect in the obesity model. Next, we assessed whether the
protective effect of the bacteria could be vertically transmitted to the offspring.
Pregnant mothers were treated with the bacteria during gestation and the entire
breastfeeding period, and after weaning, male mice were selected for obesity
induction. We observed prevention of weight gain in the offspring of mothers who
received probiotics during gestation and breastfeeding. We also observed in these
animals an improvement in lipid and glycemic profiles and a decrease in liver
inflammation. Thus, L. gasseri and L. rhamnosus showed a beneficial effect in the
reduction of obesity when administered separately, representing a possible therapeutic

strategy for this model.

Key-words: obesity; probiotics; microbiota; human milk, Lactobacillus gasseri,

Lacticaseibacillus rhamnosus.
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1 INTRODUCAO
1.1 Obesidade

No corpo humano ha quatro tipos principais de tecidos: epitelial, muscular,
nervoso e conjuntivo. O tecido conjuntivo é composto principalmente por componentes
fibrosos da matriz extracelular que oferecem suporte estrutural e bioquimico para as
células, tecidos e o6rgaos (McKee et al., 2019). Dentre os variados tipos de tecido
conjuntivo, temos o tecido adiposo, cuja funcdo é armazenar energia na forma de
lipideos. Em mamiferos, existem dois tipos principais de tecido adiposo: tecido
adiposo marrom e tecido adiposo branco. Os adipdcitos do tecido adiposo marrom
sao caracterizados por conterem diversas goticulas lipidicas e elevado numero de
mitocdndrias, e sua principal funcdo € dissipar energia na forma de calor; jA os
adipdcitos do tecido adiposo branco se caracterizam por conterem apenas uma unica
e grande gota lipidica, cuja principal funcéo € controlar a homeostase energética por
meio do armazenamento e liberacdo de lipideos de acordo com a necessidade
metabdlica do organismo (Zwick et al., 2018).

O sobrepeso e obesidade sédo definidos como 0 acumulo excessivo ou anormal
de gordura no tecido adiposo que apresentam riscos a saude (WHO, 2018). O critério
utilizado pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2018) para o diagndéstico de
sobrepeso e obesidade é por meio do indice de Massa Corporal (IMC), onde uma
pessoa com IMC maior ou igual a 25 kg/m? e menor que 30 kg/m? é considerada com
sobrepeso, e uma pessoa com IMC maior ou igual a 30 kg/m? é considerada obesa.
O IMC é calculado por meio da divisdo do peso do individuo (em quilogramas) pelo
quadrado da sua altura (em metros). A avaliacdo da circunferéncia também pode ser
utilizada para diagnostico da obesidade, em que mulheres com circunferéncia da
cintura maior que 88 cm e homens com circunferéncia maior que 108 cm apresentam
obesidade visceral/central (Rouxinol-Dias et al., 2016).

A prevaléncia global de sobrepeso e obesidade tem aumentado em diferentes
populacdes e afetado diferentes faixas etarias nos ultimos anos e, desde 1980, essa
prevaléncia dobrou em mais de 70 paises (Marques et al., 2020). No Brasil, o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em parceria com o Ministério da Saude,
divulgou, em 2020, os dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) a respeito dos
nameros de sobrepeso e obesidade no pais (PNS, 2020). Segundo essa pesquisa,
mais da metade dos adultos, 60,3%, apresentam sobrepeso, atingindo 96 milhdes de

brasileiros. Ja a obesidade afeta 25,9% da populacdo adulta, o equivalente a 41,2
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milhdes de adultos. Em relacéo as criancas brasileiras menores que 10 anos, estima-
se gue 6,4 milhdes tenham sobrepeso, e 3,1 milhées sejam obesas. E considerando
todos os adolescentes brasileiros é estimado que 11 milhdes tenha excesso de peso,
e 4,1 milhdes sejam obesos.

O desenvolvimento da obesidade esta diretamente relacionado ao surgimento
de diversas doencas crénicas e metabdlicas, como doencas cardiacas, cancer, artrite,
apneia obstrutiva do sono, hipertensao, hiperlipidemia, e diabetes mellitus tipo 2
associada a resisténcia a insulina (An et al., 2011). Um dos fatores que influenciam o
estabelecimento da obesidade € a inflamacé&o crénica de baixo grau e o aumento da
susceptibilidade a infec¢des devido ao mau funcionamento do sistema imune (Sanz;
Santacruz; Gauffin, 2010). Individuos com obesidade também apresentam aumento
do influxo de macréfagos no tecido adiposo e da producéo de adipocinas e citocinas
e, em contrapartida, ha uma diminuicdo dos niveis de adipocinas anti-inflamatérias e
da sensibilidade a insulina (Sanz; Santacruz; Gauffin, 2010).

De um ponto de vista simplista, 0 acumulo de gordura no organismo esta
associado ao desequilibrio entre quantidade de energia ingerida (dieta hipercal6rica)
e gasto energético (estilo de vida sedentario); porém, o acumulo de gordura no
organismo e o desenvolvimento da obesidade sdo mais complexos e envolvem
diversos fatores (Gonzélez-Muniesa et al., 2017). Dessa forma, a obesidade é
considerada uma doenga multifatorial, onde a genética e fatores ambientais como o
estilo de vida do individuo contribuem para seu desenvolvimento (Newell et al., 2007).

Com a globalizacao e o desenvolvimento econdmico, também vieram a melhora
na qualidade de vida, rigidez em politicas de vigilancia sanitaria e reducdo dos niveis
de pobreza em alguns paises. Porém, os avanc¢os tecnoldgicos atrelados a
globalizacdo criaram facil acesso da populacdo a alimentos de baixo custo,
caracterizados por possuirem baixo valor nutricional e alto valor energético (Malik;
Willett; Hu, 2013). A dieta ocidental recebe esse home porque € uma dieta comum em
paises ocidentais e se caracteriza pela alta ingestdo de proteina e gordura animal,
acucar, alcool e sal, e pelo baixo consumo de frutas e vegetais, que sdo alimentos
ricos em fibras (Statovci et al., 2017). Dietas ricas em gorduras e pobre em fibras
contribuem para o desenvolvimento de obesidade, sindrome metabdlica e doencas
cardiovasculares; essas doencas nao estao frequentes apenas no ocidente, mas
também em paises do oriente entre as pessoas que adotaram o estilo de vida

ocidental, como Japao e Africa do Sul (Statovci et al., 2017).
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O consumo de dietas ricas em gordura e acucar e pobre em fibras leva a
disbiose, alterando a composicdo da microbiota (quantitativa, qualitativa e
funcionalmente) e favorecendo o desenvolvimento da obesidade, indicando que a

microbiota desempenha papel importante na doenca.

1.2 Obesidade e microbiota intestinal

Nos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado o papel da microbiota
intestinal como um fator para a patofisiologia da obesidade e as desordens
metabdlicas associadas a ela (Muscogiuri et al., 2019). A microbiota apresenta
importante papel na regulagcdo do armazenamento de energia e na modulacdo da
sintese de gordura e, uma vez em disbiose, a diversidade microbiolégica diminui e,
consequentemente, ha uma reducdo do metabolismo energético (Muscogiuri et al.,
2019), acarretando em acumulo de gordura e desenvolvimento da obesidade e
doencas metabdlicas.

A obesidade esta associada a mudancas de grupos e filos especificos na
microbiota; o aumento da populagéo de Bacillota e a redugéo de Bacteroidota tém sido
associados ao desenvolvimento da obesidade em camundongos e humanos (Sanz;
Santacruz; Gauffin, 2010). Um estudo conduzido por Ley e colaboradores (2005)
visou analisar a composi¢cdo da microbiota intestinal do ceco de camundongos
geneticamente obesos (ob/ob) e magros (+/ob e +/+). Foi observado que
camundongos geneticamente obesos consumiam mais ragcdo que 0S magros,
resultando em maior peso corporal e maior acumulo de tecido adiposo visceral
epididimal. Interessantemente, o desenvolvimento da obesidade estava relacionado a
uma mudanc¢a na composi¢cao da microbiota; a microbiota do ceco dos camundongos
obesos teve uma reducéo significativa de Bacteroidota e aumento da abundancia de
Bacillota, em comparacao aos animais ndo obesos.

A microbiota do trato gastrointestinal (TGI) pode contribuir para o
desenvolvimento da obesidade de quatro maneiras: aumento da capacidade de extrair
energia da dieta, modulacéo da lipogénese no figado, regulacdo do apetite por meio
de horménios da saciedade e ativacdo da reposta imune inata via interacdo de
lipopolissacarideo (LPS) com Toll-like receptors (TLR) (Koleva; Bridgman; Kozyrskyj,
2015).

O primeiro mecanismo se refere a habilidade da microbiota na extracdo de

energia da dieta. Um estudo de Turnbaugh e colaboradores (2006) visou demonstrar
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se a obesidade estaria relacionada ao aumento da capacidade da microbiota de extrair
energia da dieta, e se a adiposidade seria uma caracteristica transmissivel. Para isso,
foi realizado um transplante de microbiota do ceco de camundongos obesos (ob/ob) e
magros (+/+) para camundongos germ-free (GF) por gavagem. Foi observado que nao
houve diferenca significativa entre os grupos de camundongos GF em relacdo a
ingestdo de alimento; porém, os camundongos que receberam a microbiota de
animais obesos apresentaram um aumento da gordura corporal em comparacao aos
que receberam a microbiota dos animais magros. O aumento da adiposidade estava
diretamente relacionado ao aumento da populacdo de Bacillota. Com isso, foi possivel
afirmar que a microbiota de individuos obesos tende a ser mais eficiente na extracao
de energia da dieta em relacdo a microbiota de individuos magros, e que o0 aumento
da adiposidade é um traco que pode ser transmissivel. Isso pode ser explicado pela
capacidade dos microrganismos do filo Bacillota produzir um metabolismo mais
completo de uma dada fonte de energia em relacdo ao filo Bacteroidota e,
consequentemente, promover de forma mais eficiente a absorcdo de calorias,
acarretando em aumento de peso (Kallus; Brandt, 2012). Outro estudo conduzido por
Jumpertz e colaboradores (2011) mostrou que alteracbes na ingestdo calorica
estavam diretamente relacionadas a modulacdo da microbiota dos individuos, onde
foi observado que o aumento de 20% de Bacillota e a diminuigcdo correspondente de
Bacteroidota estavam associados ao aumento da absorcdo de energia de
aproximadamente 150 kcal.

O segundo mecanismo diz respeito a modulacdo da lipogénese no figado. A
lipogénese é uma via biossintética fundamental que ocorre no figado que contribui
para o armazenamento e secrecdo de lipideos (Sanders; Griffin, 2016). Dietas ricas
em carboidratos contribuem para o aumento das taxas de lipogénese levando ao
acumulo de lipideos que podem resultar em problemas de salde, como obesidade e
sindrome metabdlica (Jensen-Urstad; Semenkovich, 2012; Sanders; Griffin, 2016).
Bactérias da microbiota podem produzir &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) a partir
da fermentacédo de carboidratos, que sao transportados para o figado e servem de
substrato para lipogénese. Um estudo conduzido por Goffredo e colaboradores (2016)
demonstrou que a microbiota de criancas e adolescentes com obesidade apresentou
maior habilidade de fermentar carboidratos em relacao aquela de individuos magros,

aumentando as concentracdes de AGCC no organismo. Os AGCC ndo consumidos
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pelos colondcitos sao transportados para o figado onde servem de substrato para
gliconeogénese e lipogénese.

O terceiro mecanismo refere-se a regulacédo do apetite por meio de horménios
da saciedade. Por muito tempo se pensou que o controle do apetite envolvia
principalmente a sinalizacdo entre o intestino e cérebro; porém, atualmente, sabe-se
gue a microbiota intestinal também contribui para a homeostase energética e a
ingestdo de alimento (Fetissov, 2017). Um modelo proposto por Fetissov (2017)
estabelece a relacdo entre o crescimento da populagao bacteriana do intestino com
os ciclos de alimentacdo do hospedeiro (figura 1). Nesse modelo, o crescimento
bacteriano (fase exponencial) se da até vinte minutos apds a ingestdo de alimento.
Em seguida, a comunidade bacteriana entra na fase estacionéria; durante a fase
exponencial (fase prandial) e o inicio da fase estacionaria (fase pos-prandial), as
bactérias produzem moléculas que promovem a saciedade. Uma vez que a
comunidade bacteriana diminui durante a fase pré-prandial, a sensacéo de saciedade
também diminui, aumentando a sensacdo de fome. A serotonina € um
neurotransmissor envolvido na saciedade cujo precursor é o indol, que é produzido
por diversas bactérias, como Escherichia coli. O indol também esta associado a
secrecdo de glucagon-like peptide (GLP-1), que, por sua vez, possui acdo sobre o
consumo de alimento (Fetissov, 2017). Outro peptideo envolvido na saciedade e que
é regulado pela microbiota € o PYY, que é um peptideo produzido pelas células L. As
células L séo células enteroenddcrinas presentes ao longo do eixo longitudinal do
intestino e que sdo sensiveis aos estimulos nutricionais do limen intestinal e aos
produtos do metabolismo da microbiota, como AGCC e sais biliares secundarios
(Arora et al., 2018). A microbiota intestinal € capaz de influenciar os niveis de PYY no
organismo por meio da regulacdo da secrecdo ou do numero de células L ou pela
expressdo do gene que codifica esse peptideo (Covasa et al., 2019). Camundongos
obesos tratados com fibras dietéticas apresentaram mudancas na composicdo da
microbiota com o aumento de Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus e Roseburia
e aumento dos niveis plasmaticos de PYY e GLP-1 (Covasa et al., 2019).

O quarto mecanismo relaciona-se a ativacdo da resposta imune inata por meio
da interagdo de LPS com Toll-like receptors. A obesidade é considerada um quadro
inflamatério devido a presenca de inflamacao crénica de baixo grau devido aos altos
niveis sistémicos de LPS, um componente proé-inflamatério proveniente da parede

celular de bactérias Gram-negativo (Bliss; Whiteside, 2018). O LPS cai na circulacao
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sistémica devido a ruptura da barreira epitelial ocasionada pela dieta rica em gordura
e que leva a disbiose intestinal. A disbiose, por sua vez, diminui a adesao célula-célula
do tecido epitelial, aumentando a permeabilidade intestinal. Com o aumento da
permeabilidade, ha o aumento da translocacdo de macronutrientes e moléculas do
limen intestinal, como o LPS, que por sua vez promove a inflamac&o no hospedeiro,
especialmente no tecido adiposo branco (Bliss; Whiteside, 2018). Um estudo
conduzido por Cani e colaboradores (2007) demonstrou que uma dieta rica em
gordura aumenta os niveis de LPS no plasma de camundongos e que esse aumento
estava associado ao aumento do peso e resisténcia a insulina. Eles observaram
também que a infusdo de LPS subcutaneo por um més aumentava o peso corporal
dos animais na mesma extensao da dieta rica em gordura. Esse processo era
dependente do receptor de LPS, CD14, expresso ha membrana de mondcitos
maduros, macréfagos e neutréfilos; camundongos mutantes para CD14 néao
apresentaram resisténcia a insulina apds um periodo de um més sendo alimentados

com dieta rica em gordura.

Figura 1 — Modelo de controle do apetite associado ao crescimento bacteriano da microbiota intestinal.
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Assim, fica estabelecido o impacto que o consumo de dietas ricas em gordura
e aclcar desempenha sobre a microbiota intestinal e como isso pode impactar sitios
extra intestinais, como o tecido adiposo, levando ao desenvolvimento da obesidade.

Dessa forma, é razoavel dizer que mudancgas na composicdo da microbiota intestinal
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e a obesidade podem também afetar outros sitios do corpo, como a composicdo do

leite materno.

1.3 Leite materno

Durante os seis primeiros meses de vida do bebé, o leite materno é uma das
principais fontes de alimento do recém-nascido, e, ap0s esse periodo, a
recomendacao é que a amamentacdo perdure até pelo menos os dois anos de vida
(Ballard; Morrow, 2013). O leite materno, além de ser uma excelente fonte de
nutrientes que contribuira para o desenvolvimento do bebé, é também constituido por
fatores imunoldgicos que possuem atividade antimicrobiana que contribuirdo para a
maturacdo do seu sistema imunoldgico (Yi; Kim, 2021).

O leite materno é considerado um alimento padréo-ouro, pois contém tudo que
0 bebé precisa para essa fase do seu desenvolvimento. Ele é constituido por 87% de
agua, 1% de proteina, 4% de lipideos e 7% de carboidratos, e destes, 1 a 2,4% sao
oligossacarideos; além disso, ele também é composto por vitaminas, minerais e
imunoglobulinas (Boquien, 2018). Agora, sabe-se, também, que o leite materno possui
um microbioma dindmico e complexo responsavel pela colonizacéo inicial do TGI do
recém-nascido e que, consequentemente, contribuird para a formacdo da sua
microbiota (Fernandez et al., 2020).

Até pouco tempo atras, acreditava-se que o leite materno era um ambiente
estéril, e, com a descoberta da presenca de micro-organismos em sua composic¢ao, o
proximo passo era entender como esse micro-organismos chegaram até Ila.
Atualmente, duas vias sao consideradas como as principais fontes de origem da
microbiota do leite materno. A primeira, é o fluxo retroégrado que acontece durante a
amamentacao em que bactérias da cavidade oral do recém-nascido caem nos ductos
mamarios da mae durante a succao do leite; e a segunda, é por meio da via entero-
mamaria em que bactérias do TGl materno translocam para a glandula mamaria via
circulagéo linfatica (Notarbartolo et al., 2022). Como o leite materno antes mesmo da
primeira amamentacdo do bebé ja possui micro-organismos e que a microbiota do
leite materno é semelhante a microbiota oral do recém-nascido, é reforcada a ideia de
que ambas as vias contribuem para a formacdo da microbiota do leite humano
(Moossavi et al., 2019).

Com o auxilio e aprimoramento de técnicas dependente e independente de

cultivo, mais de 820 taxa bacterianos ja foram identificados no leite materno, sendo a
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maioria pertencentes aos filos Bacillota e Pseudomonadota, com prevaléncia dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus (Selma-Royo et al.,, 2021). Além deles,
habitantes da cavidade oral, como Prevoltella e Veillonella, da pele, como
Cutibacterium (antigo Propionibacterium) Corynebacterium e comensais do intestino,
como Clostridium, Blautia, Klebsiella, Pseudomonas, Acinetobacter e Enterococcus
também ja foram identificados no leite materno (Mantziari; Rautava, 2021; Selma-
Royo et al., 2021). Ha também bactérias de géneros tradicionalmente conhecidos por
possuirem potencial probidtico, como Lactobacillus e Bifidobacterium, e também
bactérias do género Leuconostoc (Damaceno et al., 2021; Liu et al., 2020) sendo o
leite materno, entdo, uma fonte alternativa na busca de novos agentes
bioterapéuticos.

Diversos fatores podem influenciar a composicao e diversidade da microbiota
do leite materno, como o estagio de lactacdo, dieta, tipo de parto, localizacédo
geografica e uso de antibidticos durante a gestacdo (Kumar et al., 2016). Outro fator
importante que impacta a composi¢cao microbiolégica do leite humano € o indice de
massa corporal (IMC) que esta diretamente relacionado ao ganho de peso e
obesidade. Cabrera-Rubio e colaboradores (2012) demonstraram que o IMC materno
e 0 ganho de peso durante a gestacdo estdo negativamente relacionados a
diversidade e a composicdo taxondmica do microbioma do leite materno, com
diferencas significativas quanto a presenca de géneros bacterianos especificos; esses
dados reforcam a ideia de que a obesidade é prejudicial em relagdo a composicao da
microbiota do leite materno e oferece um mecanismo adicional para explicar o
aumento do risco de desenvolvimento da obesidade em criangas com maes com
sobrepeso ou obesas. Dois estudos conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa
(Damaceno et al., 2017, 2021) que visavam a busca de potencias probioticos no leite
materno, também evidenciou essa diferenca microbioldgica em relagéo ao IMC, visto
gue as bactérias com potencial probibtico obtidas nesses trabalhos foram isoladas
apenas do leite de mées com o IMC normal.

Assim, em um cenario em que a obesidade € uma doenca com alta incidéncia
ao redor do mundo e que a busca por novas terapias € necessaria, estratégias
terapéuticas focadas na microbiota e no papel que ela desempenha no
desenvolvimento da obesidade podem ser uma alternativa para o tratamento da
doenca. Dessa forma, o uso de probidticos para esse fim vem sendo amplamente

estudado.



20

1.4 Probioticos

O TGI possui uma grande diversidade microbiana que estabelece uma relacéo
simbidtica com o hospedeiro. A composicdo da microbiota intestinal pode variar devido
a diversos fatores, tais como alimentacdo, idade, fatores ambientais, uso de
medicamentos, doencas, dentre outros (Chong; Bloomfield; O’Sullivan, 2018; Hasan,;
Yang, 2019). Dessa forma, o equilibrio da microbiota intestinal € de grande
importancia para o bom funcionamento do organismo e desempenho de diversas
funcgBes fisioldgicas que garantirdo beneficios para a saude do individuo.

Em 1907, Elie Metchnikoff foi o primeiro a sugerir que bactérias presentes em
laticinios, como o iogurte, poderiam exercer alguma influéncia positiva sobre a
microbiota intestinal do hospedeiro (Carvalho et al., 2017; JORJAO, 2016). Segundo
0 consenso da Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebioticos, o
termo probidtico se refere a microrganismos vivos que quando ingeridos em
guantidades adequadas conferem beneficios ao hospedeiro (Hill et al., 2014).
Evidéncias de estudos em animais e humanos tém demonstrado os efeitos benéficos
dos probidticos em diversos contextos, como a modulacdo da microbiota intestinal,
reducdo dos sintomas associados a desordens intestinais, melhora nos niveis de
colesterol e perfil lipidico no sangue, remocédo de micotoxinas, reducdo da pressao
sanguinea e hipertensdo, controle da glicemia e diabetes e aumento da funcao
cognitiva e estado mental (Khalesi et al., 2019).

Os probidticos podem trazer beneficios para o hospedeiro por meio de trés
mecanismos de acdo. O primeiro deles € a capacidade de inibir ou erradicar bactérias
patogénicas no intestino; Hemarajata e Versalovic citado por Jorjao (2016, p. 22),
demonstraram que um dos mecanismos pelo qual os probiéticos podem suprimir
micro-organismos patogénicos seria pela indugéao da producao de B-defensina e IgA
pelo hospedeiro. O segundo € a capacidade do probi6tico em fortalecer a barreira
epitelial da mucosa via producdo de muco ou pelo fortalecimento da adeséo célula-
célula; bactérias probidticas diminuem a permeabilidade intestinal por meio do
fortalecimento das zonulas de oclusdo do epitélio via inducdo da expressédo de
ocludinas, claudinas e ZO-1 e também induzem a producéo de muco pela estimulacao
da expressdo génica de mucina (JORJAO, 2016). E o terceiro mecanismo se da por
meio da modulacdo do sistema imune do hospedeiro; os probibticos participam da
imunomodulacdo modulando as funcbes de células dendriticas, macrofagos e

linfécitos T e B via ativacdo de TLR (Georgieva; Georgiev; Dobromirov, 2015).
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A grande maioria das linhagens probidticas estudadas e disponiveis hoje em
dia pertencem aos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomyces, mas
linhagens de outras espécies, como Lactococcus sp., Bacillus sp. e E. coli, também ja
demonstraram capacidade de conferir beneficios ao hospedeiro (Luo et al., 2019;
Mishra; Acharya, 2021). Outros grupos de bactérias comensais também vém sendo
amplamente estudados como potenciais probiéticos, como Akkermansia municiphila,
Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium butyricum e Bacteroides fragilis ZY-312
(Langella; Guarner; Martin, 2019).

Os géneros mais comuns de microrganismos probiéticos sao Bifidobacterium e
Lactobacillus, tradicionalmente conhecidos por atribuirem efeitos benéficos a saude e
serem habitantes da microbiota indigena (Figura 2) (Vinderola et al., 2011). Membros
do género Bifidobacterium estdo entre 0os primeiros microrganismos a colonizarem o
TGI ap6s o nascimento e podem ser encontrados naturalmente em diversos nichos,
como a cavidade oral de humanos, intestino de insetos e esgoto (O’Callaghan; van
Sinderen, 2016). Sdo bactérias anaerdbias obrigatdrias, ndo formadoras de esporos
e Gram-positivo. Membros do género Lactobacillus sdo Gram-positivo, anaerébios
facultativos, ndo formadores de esporos, sem flagelo, cujo principal produto do
metabolismo € o acido latico (Slover, 2008). As bactérias acido laticas (BAL) podem
ser encontradas em ambientes ricos em nutrientes, como vegetais e frutas em

decomposicao, e no TGI e urogenital de mamiferos (Carvalho et al., 2017).

Figura 2 — Microscopia eletronica de Bifidobacterium longum BB536 (esquerda) e Lacticaseibacillus
casei Shirota (direita).

FONTE: LAU, XIAO e LIONG 2015; LIEW et al., 2018.

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos de diversas linhagens

de Lactobacillus e Bifidobacterium em modelos de inflamacéo e infecgéo in vitro e in
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vivo. Linhagens de Lactobacillus, como L. acidophilus LAl sé&o capazes de prevenir a
colonizacdo no TGI por bactérias patogénicas, tais como Salmonella enterica sorovar
Typhimurium, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa por competicao e
também por eliminar esses patdgenos por meio da producgdo de bacteriocinas e &cido
latico (CARVALHO et al., 2017).

Um estudo conduzido por De Jesus e colaboradores (2019) demonstrou que a
administracdo oral de Lactobacillus delbrueckii subp. lactis CIDCA133 diminui a
permeabilidade intestinal e a resposta inflamatéria em modelo experimental de
mucosite induzida por 5-FU (5-fluorouracil).

Veiga e colaboradores (2010) realizaram um experimento para analisar 0s
efeitos do consumo de leite fermentado contendo Bifidobacterium lactis CNCM [-2494
na reducao da inflamacéao intestinal causada por colite induzida em modelo murino. A
manifestacdo da colite foi acompanhada por disbiose intestinal caracterizada pela
expansao de bactérias da familia Enterobacteriaceae, que foram identificadas como
colitogénicas. O consumo do leite fermentado contendo B. lactis CNCM 1-2494 foi
capaz de mudar o microambiente intestinal por meio da redug&o do pH e aumento da
concentracdo de AGCC. Essa mudanca afetou diretamente a composicdo da
microbiota, diminuindo a populacdo de Enterobacteriaceae e, consequentemente, a
inflamacéo e o dano tecidual da colite.

Além dos efeitos benéficos em modelos de mucosite e colite, em modelos de
obesidade o uso de probioticos vem apresentando efeitos promissores. Atualmente,
ha diversas drogas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) que vém
sendo utilizadas ao redor do mundo com o propdsito de diminuir o peso corporal via
inibicdo do apetite, promog¢ao do metabolismo de gordura e inibicdo da absorcdo da
gordura consumida. Entretanto, ndo se sabe qual o efeito que essas drogas podem
trazer ao organismo mediante o uso continuo. Portanto, € necessario considerar
novas terapias que sejam mais seguras e que nao comprometam o metabolismo geral
do organismo (Ji et al., 2019). Outra alternativa atual para o tratamento da doenca
seria a cirurgia bariatrica; porém, apesar de ser eficaz, € uma intervencao cirurgica
complexa recomendada para casos graves da doenca. Com base nisso, a
suplementacao da dieta, bem como a busca por novos micro-organismos probioticos,
podem contribuir para minimizar os casos da doenca de forma menos invasiva e sem

comprometimento a saude ao ser consumido a longo prazo.
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1.4.1 Probioticos e obesidade

Sabendo que a microbiota do TGI afeta a absor¢éao de nutrientes e a regulacéo
de energia, e que a composicado dessa microbiota é diferente entre individuos obesos
e magros, é possivel afirmar que a microbiota desempenha importante fungéo no
desenvolvimento da obesidade (Rouxinol-Dias et al., 2016). Dessa forma, acredita-se
gue a suplementacdo da dieta com probioticos pode ser uma estratégia terapéutica
para a reducdo da obesidade devido a capacidade dos probiéticos de modularem a
microbiota intestinal.

Os efeitos benéficos dos probidticos na reducdo da obesidade podem ser
atribuidos a diversos fatores, como o aumento da populacao de bactérias produtoras
de AGCC, diminuicdo de bactérias Gram-negativo e consequente diminuicdo da
inflamacé&o crénica de baixo grau induzida por LPS, diminuicdo do acimulo de gordura
e aumento da sensibilidade a insulina acompanhada do aumento de neuropeptideos
e peptideos gastrointestinais (Wang et al., 2019).

Wang e colaboradores (2020) analisaram o efeito “anti-obesidade” de
Lacticaseibacillus rhamnosus LS-8 e Lactobacillus crustorum MNO0O47 em
camundongos alimentados com dieta rica em gordura e frutose. A suplementacéo da
dieta com L. rhamnosus LS-8 ou L. crustorum MN0O47 diminuiu 0 peso corporal, mas
nao alterou o consumo de alimento, indicando que a quantidade de calorias ingeridas
ndo € o Unico determinante para o desenvolvimento da obesidade. O filo
Pseudomonadota consiste em bactérias Gram-negativo e 0 aumento da populacao de
bactérias desse filo estava diretamente relacionado ao aumento das concentracdes
de LPS no soro. A administracdo de L. rhamnosus LS-8 e L. crustorum MNO047
diminuiu as concentracdes de bactérias desse filo e, consequentemente, diminuiu 0s
niveis seéricos de LPS. O tratamento com o0s probidticos modulou a microbiota
favorecendo o crescimento de bactérias benéficas dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Lachnospiraceae NK4A136, todas associadas a producdo de
AGCC, e adiminuicao de Desulfovibrio e Bacteroides que poderiam induzir a resposta
inflamatoria no intestino e resisténcia a insulina por meio da producéo de sulfato de
hidrogénio e LPS, respectivamente.

Um estudo conduzido por Cano e colaboradores (2013) objetivou analisar o
efeito probiético de Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT 7765 sobre as
alteracOes metabdlicas e imunologicas em camundongos obesos. Foi observado que

a suplementacdo oral com essa bactéria diminuiu 0 ganho de peso, bem como os
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niveis de triglicérides, colesterol e glicose e aumentou a tolerancia a glicose e diminuiu
a resisténcia a insulina em camundongos obesos. A administracdo do probidtico
também acarretou mudanca na composi¢do da microbiota intestinal; o grupo obeso
foi caracterizado pela reducdo de Lactobacillus e Bifidobacterium e aumento de
Enterobacteriaceae enquanto a administracéo de probidtico inverteu esse quadro.

Sato e colaboradores (2020) visaram avaliar o efeito do leite fermentado por
Lactobacillus gasseri SBT2055 sobre o tamanho do adipécito em ratos. Eles
observaram que o probidtico reduziu o tamanho do adip6cito e aumentou o numero
de adipdcitos pequenos no tecido adiposo branco e reduziu os niveis de leptina no
soro quando comparados com o0 grupo controle. Esses resultados sugerem que o
probidtico desempenha papel na regulacéo do crescimento do tecido adiposo.

Ji e colaboradores (2019) observaram que a suplementacéo de Lactobacillus
sakei CJLS03 melhorou os biomarcadores relacionados a obesidade em modelo de
obesidade induzida por dieta rica em lipideos, em camundongos. A administracao de
L. sakei CJLS03 aumentou as concentracbes de AGCC nas fezes e no soro
concomitantemente a modulacdo da microbiota intestinal. O tratamento com o
probiotico também reduziu a adiposidade, assim como os niveis de colesterol e
triglicerideos no soro, sem reduzir o consumo de alimento.

Em casos de sobrepeso e obesidade, uma das praticas mais comuns é a
reeducacao alimentar e a restricdo cal6rica. Chen e colaboradores (2018) analisaram
se o efeito da restricdo calorica associada a suplementacdo com Lactobacillus mali
APS1 seria mais eficaz no tratamento da obesidade do que a restricdo calorica
sozinha. Foi observado que o efeito conjunto entre probidtico e a restricdo calérica
acelerou o processo de perda de peso e 0 acumulo de gordura nos animais, assim
como foi capaz de modular a microbiota, restaurando sua composi¢do em direcdo ao
estado pré-obeso e diminuindo a populacao de bactérias associadas a obesidade.

Sendo assim, 0 consumo excessivo de gordura e agucar contribuem para a
perturbacdo na composicdo da microbiota e favorecem o desenvolvimento da
obesidade. Estratégias terapéuticas que previnam a disbiose e preservem a
homeostase intestinal devem ser consideradas para que o tratamento da doenca seja
mais eficiente. Dessa forma, a suplementac¢éo diaria da dieta com probioticos surge
como uma aliada na reducéo dos parametros da doenca.
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2 JUSTIFICATIVA

Obesidade e sobrepeso sao definidos pelo acumulo de gordura no tecido
adiposo que pode comprometer a saude do individuo. Desde 1980, o niumero de
individuos com obesidade duplicou e, em 2016, 39% das pessoas maiores de 18 anos
estavam com sobrepeso e 13% com obesidade. O desenvolvimento da obesidade
esta associado a pré-disposicdo para o surgimento de diversas doencas crénicas e
metabdlicas, como doencgas cardiacas, cancer, artrite, apneia obstrutiva do sono,
hipertenséo, hiperlipidemia, e diabetes mellitus tipo 2. A obesidade é uma doenca
multifatorial que pode ser ocasionada por fatores ambientais, genéticos e
comportamentais. Recentemente, foi estabelecida a associacdo entre a microbiota e
o desenvolvimento da obesidade. A microbiota intestinal est4 diretamente envolvida
em diversos processos fisiolégicos no organismo, como a protecdo contra infecgdes,
desenvolvimento do sistema imune, manutencdo da barreira epitelial, formacéo de
muco e fornecimento de nutrientes para o hospedeiro. A dieta € um dos fatores que
mais impactam a composi¢cao e a diversidade da microbiota. Com a globalizacéo,
houve um aumento do consumo de alimentos pobres em fibras e nutrientes e ricos em
gordura e agucar. Essa dieta, chamada de Westernized diet, acarreta disbiose e esta
associada ao surgimento de diversas doencas, entre elas a obesidade. Atualmente,
ha diversas drogas aprovadas pela FDA que vém sendo utilizadas ao redor do mundo
com o propoésito de diminuir o peso corporal via inibicdo do apetite, promocéo do
metabolismo de gordura e inibicdo da absor¢cdo da gordura consumida. Entretanto,
nao se sabe qual o efeito que essas drogas podem trazer ao organismo mediante o
uso continuo. Portanto, € necessario considerar novas terapias adjuvantes que sejam
mais seguras e que nao comprometam o metabolismo geral do organismo, como o
uso de probidticos. Recentemente, nosso grupo avaliou a microbiota presente no
colostro e leite materno de mées com obesidade/sobrepeso e com IMC normal, e
observou diferengcas na microbiota do leite materno dessas méaes (Damaceno et al.,
2017, 2021). O efeito benéfico in vitro dos isolados foi avaliado e selecionamos 9
potenciais probioticos, todos isolados de amostras de leite de méaes com IMC normal.
Nesse contexto, a principal hipotese desse trabalho é de que a suplementacéo da
dieta com esses potenciais probiéticos poderia reduzir a obesidade revertendo a
disbiose, melhorando os parametros metabdlicos e diminuindo 0s processos

inflamatorios ocasionados pelo estabelecimento da doenca.
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3 OBJETIVOS
3.10bjetivo geral
Avaliar o efeito probidtico de bactérias isoladas do leite materno humano na

prevencao da obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

3.20bjetivos especificos
1. Realizar um screening com as bactérias isoladas do leite materno humano em
modelo de obesidade, analisando o peso corporal, consumo de alimento, perfil

glicémico e sensibilidade a insulina.

2. Avaliar o efeito do potencial probiotico em modelo de obesidade induzida por
dieta rica em gordura, analisando o (a):

(1) Desenvolvimento ponderal;

(i)  IMC e indice de Lee;

(i) Perfil lipidico e glicémico;

(iv)  Sensibilidade a insulina;

(v) Concentragao de enterobactérias e BAL nas fezes por método dependente

de cultivo;

(vi)  Histologia do tecido adiposo, figado, ileo e jejuno;

(vi)  Permeabilidade intestinal;

(viii) Parametros inflamatorios;

(iX)  Memoria de curta duracgao;

3. Avaliar se o efeito protetor das bactérias analisadas pode ser transmitido para
a prole, analisando o (a):

(1) Desenvolvimento ponderal;

(i)  IMC e indice de Lee;

(i)  Perfil lipidico e glicémico;

(iv)  Sensibilidade a insulina;

(v) MPO e EPO do figado;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais e micro-organismos

A manutencdo, assim como o uso dos animais nos experimentos, foi conduzida
respeitando as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Foram utilizados camundongos (Mus musculus)
machos, convencionais, de seis a oito semanas de idade, da linhagem C57BL/6,
provenientes do Biotério Central da UFMG. Para os experimentos, os camundongos
foram mantidos em mini-isoladores de modelo ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor,
SP, Brasil), no biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia/I[CB/UFMG, nivel
de biosseguranca 2 (NB2). Um ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério
e parametros como aeracao, umidade (60-80%) e temperatura (28+1°C) também
foram controlados. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo
este procedimento precedido por anestesia geral com solucdo de cetamina/xilazina
(80-100 mg/kg de cetamina e 8-15 mg/kg de xilazina) (WIRTZ et al., 2007). Para cada
experimento foram utilizados 7 animais por grupo.

Os experimentos desse projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFMG) (Anexo 1).

Os micro-organismos utilizados para a realizacdo dos experimentos foram
Lacticaseibacillus rhamnosus (63), L. rhamnosus (64), Lactobacillus gasseri (7), L.
gasseri (128), L. gasseri (130), L. gasseri (133), Leuconostoc mesenteroides (21), L.
mesenteroides (22) e Bifidobacterium breve (8), que foram isolados do leite materno
e identificados por testes morfotintorias, respiratorios e bioquimicos, seguido de
MALDI-TOF/MS (DAMACENO et al., 2017, 2021). A cultura dos micro-organismos foi
mantida a -80°C em caldo de Man, Rogosa & Sharpe (MRS, Difco, Sparks, USA),
adicionado de 20% de glicerol esterilizado. A ativacao foi feita em caldo MRS ou MRS
suplementado com L-cisteina 0,05% (p/v) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA), a
37°C, durante 24 ou 48 horas, em estufa bacteriolégica ou camara de anaerobiose
(Forma Scientific, Marietta, USA), contendo uma atmosfera de 85% N2, 10% H2 e 5%
CO2. Foi administrado aos animais 0,1 mL na concentracdo de 10° UFC (unidades

formadoras de colénias)/mL de bactéria, por dia, por gavagem.
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4.2Dieta
Tabela 1 — Composicao das dietas AIN-93M e DIO.
Ingredientes Quantidade (g)
AIN-93M DIO
Banha de porco 0 355,0
Groselha 0 310,0
Caseina 140,0 200,0
Amido de milho 465,7 62,0
Celulose 50,0 50,0
Mix de minerais 35,0 35,0
Mix de vitaminas 10,0 10,0
Oleo de soja 40,0 20,0
Cistina 1,80 3,0
Bitartarato de colina 2,50 2,50
BHT 0,008 0,014
Sacarose 100,0 0
Maltodextrina 155,0 0

Os animais receberam diferentes dietas pelo periodo de oito semanas: a dieta
AIN-93M ou a dieta indutora de obesidade (DIO), conforme o protocolo de Freire
(2015). Na Tabela 1 esta descrito a composicao das dietas AIN-93M e DIO e na Tabela
2 esta detalhada a distribuicdo energética e densidade caldrica de cada uma delas.

Tabela 2 — Distribuicdo energética e densidade calérica das dietas AIN-93M e DIO.

AIN-93M DIO

Carboidratos (% calorias totais) 74,2 23,3
Proteina (% calorias totais) 15,8 14,9
Lipideos (% calorias totais) 10,0 61,8
Calorias/g 2,76 5,21

4.3Desenho experimental 1

Em experimentos prévios, oito bactérias com potencial probidtico foram
isoladas do leite materno pelo nosso grupo de pesquisa. Foi, entdo, realizado uma
triagem para avaliar qual dos isolados apresenta melhor resposta na reducédo da
obesidade. Dentre os oito isolados, temos: Lacticaseibacillus rhamnosus (63), L.
rhamnosus (64), Lactobacillus gasseri (7), L. gasseri (128), L. gasseri (130), L. gasseri
(133), Leuconostoc mesenteroides (22) e Bifidobacterium breve (8). Dessa forma, os

animais foram distribuidos entre os seguintes grupos com 4 animais em cada:
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1) Grupo controle (CT) — Dieta AIN-93M

2) Grupo obeso — dieta indutora de obesidade (DIO)

3) Grupo obeso (DIO) + Lacticaseibacillus. rhamnosus (63)

4) Grupo obeso (DIO) + L. rhamnosus (64)

5) Grupo obeso (DIO) + Lactobacillus. gasseri (7)

6) Grupo obeso (DIO) + L. gasseri (128)

7) Grupo obeso (DIO) + L. gasseri (130)

8) Grupo obeso (DIO) + L. gasseri (133)

9) Grupo obeso (DIO) + L. mesenteroides (22)

10)Grupo obeso (DIO) + B. breve (8)

Os animais receberam 100 L de salina ou probiético por gavagem diariamente
durante todo o experimento na concentracdo de 10° unidades formadoras de coldnia
(UFC)/mL. Dez dias ap6s o inicio do tratamento, os animais receberam as dietas AIN-
93M ou DIO. A evolucdo da obesidade foi verificada pela pesagem semanal dos
animais. O consumo alimentar foi quantificado, também, semanalmente, utilizando o
calculo da diferenca entre o peso da dieta oferecida e o restante ndo consumido.

O teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) e o teste de sensibilidade a insulina
foi realizado 4 e 2 dias antes da eutanasia, respectivamente. Apds o sacrificio dos
animais, amostras de figado e tecido adiposo foram coletadas para o preparo de
laminas histologicas. O comprimento naso-anal foi medido no ultimo dia para o calculo
do IMC e indice de Lee.

4.4Desenho experimental 2

Apés a triagem, 0s micro-organismos que apresentaram melhores resultados
na reducédo da obesidade foram L. gasseri (7) e L. rhamnosus (64). Sendo assim,
essas duas bactérias foram selecionadas para os estudos posteriores. Dessa forma,
0os animais foram divididos em 8 grupos, contendo 7 animais por grupo, conforme

descrito a sequir:

1) Grupo controle — dieta AIN-93M
2) Grupo obeso — DIO

3) Grupo L. gasseri

4) Grupo L. gasseri + DIO

5) Grupo L. rhamnosus
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6) Grupo L. rhamnosus + DIO
7) Grupo L. gasseri + L. rhamnosus

8) Grupo L. gasseri + L. rhamnosus + DIO

A evolugcdo da obesidade e o consumo de alimento foram mensurados
conforme descrito no desenho experimental 1. Ao final do tratamento, foi realizada a
eutanasia dos animais para retirada do sangue, figado, tecido adiposo visceral
epididimal, intestino delgado e fezes.

A partir do sangue coletado, foram avaliados os niveis séricos de triglicérides,
colesterol total e colesterol HDL. Amostras do figado, tecido adiposo e intestino foram
encaminhadas para analise histologica.

Devido a relacdo entre obesidade e microbiota intestinal, as fezes coletadas
dos animais no ultimo dia do experimento foram utilizadas para a avaliacdo da
expansao de enterobactérias e concentracdo de BAL por método dependente de
cultivo. Por fim, o comprimento naso-anal foi medido para o calculo do IMC

(peso/[comprimento nasoanal]?) e indice de Lee ([peso]®/comprimento nasoanal).

4.5Desenho experimental 3

Apés a determinagdo do efeito de L. gasseri (7) e L. rhamnosus (64) em
modelo de obesidade e, visto que essas bactérias foram isoladas do leite materno, foi
avaliado se o efeito protetor dos potenciais probidticos poderiam ser transmitidos
verticalmente para a prole. Para isso, fizemos o cruzamento de camundongos
C57/BL6 machos e fémeas de 8 semanas de idade. ApGs o0 cruzamento, as maes
gravidas foram divididas em quatro grupos: CT, DIO, L. gasseri e L. rhamnosus.
Durante a gestacao e todo o periodo de amamentacédo, os animais do grupo CT e DIO
ndo receberam nenhum tratamento e as maes do grupo L. gasseri e do grupo L.
rhamnosus receberam, respectivamente, 0,1 mL de L. gasseri e L. rhamnosus,
diariamente, na concentracdo de 10° UFC/mL por gavagem oral. Apés o desmame,
os filhotes machos foram separados e comecaram a ser alimentados com a dieta
controle (grupo CT) ou DIO (grupos DIO, L. gasseri e L. rhamnosus). O peso dos
animais foi mensurado semanalmente. Quatro e dois dias antes da eutanasia, foram
realizados os testes de tolerancia oral a glicose e de sensibilidade a insulina. Ao final
de oito semanas, os animais foram eutanasiados e o sangue e o figado foram

coletados para as analises posteriores.
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4.6 Teste de antagonismo

Para realizacdo do teste de antagonismo L. gasseri e L. rhamnosus foram
previamente repicados em 10mL de caldo MRS e incubados a 37°C por 24h. Apés
24h, foi feito um spot de 10uL de L. gasseri ou L. rhamnosus em placas de 4gar MRS
1,5%, que foram em seguida incubadas a 37°C por 24h. Vinte e quatro horas depois,
10pL de L. gasseri ou L. rhamnosus foram adicionados em MRS agar semissolido
0,9%. Foram adicionados 1mL de cloroférmio as placas contendo o spot de L. gasseri
ou L. rhamnosus para matar 0s micro-organismos presentes no meio. Apls a
completa evaporacao do cloroférmio, 0 MRS agar semissélido foi vertido nas placas
de MRS 1,5% e estas foram incubadas por 24h a 37°C para observacao do halo de

inibic&o.

4.7 Avaliacao do perfil glicémico

O TTOG e o teste de sensibilidade a insulina foram realizados por meio da
coleta de uma gota de sangue da veia caudal, apds jejum overnight, e a glicose foi
medida utilizando um glicosimetro portétil (Accu-Check Active, Roche Diabetes Care,
Brasil). A area sob a curva (ASC) foi calculada utilizando o programa GraphPad Prism
Version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA).

Para o TTOG, glicose na concentracdo de 2 g/kg de peso corporal foram
administrados aos animais por gavagem. A glicose entdo foi medida nos tempos 0
(antes da gavagem), 15, 30, 60 e 120 minutos apds a gavagem.

Ja para o teste de sensibilidade a insulina, foi injetado i.p. 0,75 U/kg de peso
corporal de insulina. A glicose foi medida nos tempos 0 (antes da injecdo), 15, 30 e 60

minutos apos a administracdo de insulina.

4.8Avaliacéo do perfil lipidico

Para avaliacao do perfil lipidico foram analisados os niveis séricos de colesterol
total, HDL-colesterol e triglicerideos, de acordo com Freire e colaboradores (2016). O
sangue foi coletado e armazenado em microtubos sem anticoagulante. As amostras
foram centrifugadas a 6.000 rpm durante 5 minutos para a separacdo do soro e
armazenadas sob refrigeracéo (2 a 8°C). As analises foram realizadas utilizando kits
enzimaticos comerciais (Labtest, Brasil), em até 24 horas apés a coleta, conforme

descrito a seguir.
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Colesterol total:

A concentracao do colesterol total foi determinada por ensaio em microplaca
de 96 pocos. As amostras de soro (5 yL) foram diluidas em agua deionizada (1:50) e
100 pL de reagente de colesterol total foram adicionados a 100 pL do soro diluido ou
padrdo, em duplicata. ApGs incubacéo por 15 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a
490 nm em leitor de microplaca (Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
O resultado final foi obtido mediante determinacdo da curva dos padrées e sua
equacao, e a relacao desta com a absorbancia das amostras e as diluicfes utilizadas.

HDL-colesterol:

ApoOs centrifugagcdo a 12000 rpm por 4 minutos, o colesterol ligado as
lipoproteinas de alta densidade é determinado no sobrenadante. A microplaca de 96
pocos foi montada colocando-se 10 uL do sobrenadante e 10 pL do reagente padrao,
em duplicata. Apos incubacéo por 15 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 492 nm
(Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Para a determinacao do padréo
foram substituidos 10 uL de sobrenadante de amostra por 10 uL de padrdao de HDL.
O célculo das concentracdes de HDL (mg/dL) foi feito multiplicando-se a absorbancia
média da amostra pelo fator de calibracéo, conforme a seguir:

40
média da Absorbancia do Padrio

Fator de Calibragdao =

[HDL] = Absorbancia da amostra x Fator de calibragao

Triglicerideos:

As amostras de soro (5 pL) foram diluidas em agua deionizada (1:25), a fim de
que as leituras de absorbancia sejam adequadas a variacdo linear do teste. O
reagente de cor (100 uL) foi adicionado a 100 uL do soro diluido. Apds periodo de
incubagdo de 15 minutos a 37°C a absorbéancia foi lida a 492 nm em um leitor de
microplaca (Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). O resultado foi
obtido mediante determinac&o da curva dos padrdes e sua equacéo, e a relacdo desta

com a absorbancia das amostras e as diluicdes utilizadas.

4.9Determinacéo da permeabilidade intestinal
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A permeabilidade intestinal foi avaliada pela determinacéo da radioatividade no
sangue apos a administracdo oral de tecnécio  sestamibi-acido
dietilenoaminopentacético (**"Tc-DTPA). No dia da eutanasia, aliquotas de 0,1 mL de
solucdo de DTPA marcado com 18,5 megabecquerel (MBq) de °°™Tc foram
administradas, por gavagem, a todos os animais. Apés 4 horas da administracéo, os
camundongos foram anestesiados i.p. Em seguida, 500 yL de sangue foram coletados
por puncdo cardiaca para determinacdo da radioatividade (Generoso et al., 2011).
Para os calculos do percentual de dose no sangue, utilizamos um padrao de dose
contendo o mesmo volume de °°™Tc-DTPA administrado aos camundongos, de
acordo com a seguinte férmula:

cpm do sangue 100
cpm da dose (Padrio) administrada

% dose no sangue =

cpm= contagem por minuto

4.10 Avaliacéo de parametros imunolégicos
4.10.1 Medida da atividade de mieloperoxidase (MPO)

A avaliagdo da atividade da enzima MPO foi utilizada como indice de
recrutamento de neutréfilos nos tecidos (Vieira et al.,, 2009). Sumariamente,
fragmentos do ileo, jejuno e figado dos animais foram removidos e congelados a -
80°C. Apds o descongelamento, o tecido serd homogeneizado em tampé&o com pH
4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M NaH2PO4.1H20, 0,015 M Naz-EDTA) (100 mg de tecido em
1,9 mL de tampdao), utilizando-se homogeneizador de tecidos (TissueLyser LT,
QIAGEN), centrifugado a 10.600 g (Thermo Scientific ST16-R) por 15 minutos a 4°C.
O precipitado foi submetido a lise hipotdnica (500 pL de solucdo de NaCl 0,2% seguido
de adicao de igual volume de solucéo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundos
apos) para lise de hemacias. Apés nova centrifugacéo, o precipitado foi ressuspendido
em tampao NaH2PO4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilamoénio
(HTAB) 0,5% (Sigma) e re-homogeneizado. Aliquotas de 1 mL da suspenséo foram
transferidas para tubos de microcentrifugacéo de 1,5 mL e submetidos a trés ciclos de
congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras
foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 10.600 g. O sobrenadante foi
recolhido e a atividade da MPO no precipitado ressuspendido foi calculada pela

medida das alteracbes na densidade Ooptica (OD) a 450 nm utilizando
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tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) (Sigma) e H202 (0,5 mM). A leitura foi feita em
leitor de microplacas (Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) e o0s

resultados foram expressos pela absorbancia.

4.10.2 Medida da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO)

A atividade da enzima EPO, como quantidade relativa de eosinéfilos no tecido,
foi avaliada por meio de testes enzimaticos como descrito anteriormente (Vieira et al.,
2009). Para tanto, para cada 100 mg de tecido hepatico pesado, foi adicionado 1,9 mL
de PBS 5X (pH 7,2), em seguida o tecido foi homogeneizado (TissueLyser LT,
QIAGEN) e centrifugado a 10.600 g/10.000 rpm (Thermo Scientific ST16-R) por 10
minutos e o sobrenadante desprezado. O pellet foi submetido a lise hipotdnica por
adicdo de 500 uL de salina 0,2%, seguido pela adicdo de 500 uL de salina 1,6%,
suplementada com glicose 5%. Em seguida, o material foi novamente centrifugado
sob as mesmas condi¢des anteriormente utilizadas e o sobrenadante foi desprezado.
O pellet foi ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH 7,4), contendo HTAB 0,5% para
cada 100 mg de amostra. Dessa solucao foi recolhida uma aliquota de 1 mL que foi
transferida para um microtubo de 1,5 mL, seguido de 3 ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido. Essa amostra foi centrifugada a 10.600 g por
15 minutos a 4°C e apenas o0 sobrenadante foi utilizado para quantificacdo da
peroxidase. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, sendo que em cada pogo,
75 YL de amostra ou branco (PBS/HTAB 0,5%) foi incubada com 75 yL de substrato
[1,5 mM de o-fenilenodiamina, (OPD, Sigma) em tampéao Tris-HCI - 0,075 uM pH 8,0
suplementado de H202 6,6 mM]. A placa foi incubada a 20°C, no escuro, por
aproximadamente 30 minutos e a reacéo foi interrompida pela adicdo de 50 pL de
H2SO4 1 M. A leitura ocorreu em leitor de microplacas (Epoch, BioTek Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA) com filtro de 492 nm, e os resultados foram expressos como
UA.

4.10.3 Dosagem de imunoglobulina a secretdria (slgA)

A determinacéo do nivel de slgA no fluido intestinal foi realizada pelo método
de ELISA (Martins et al., 2007). Apos o sacrificio dos animais, o intestino delgado foi
removido pelo corte nas juncdes gastroduodenal e ileocecal. O conteudo foi retirado,

pesado e lavado com PBS, pH 7,2 e suplementado com inibidores de protease (1 uM
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de aprotinina; 25 uM de leupeptina; 1 yM de pepstatina e 1 mM de PMSF), na
proporcao de 2,0 mL de PBS para cada 500 mg do contetudo. Depois de centrifugado
a 5.000 g, por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e congelado a -80°C,
para andlises posteriores. Para a determinacdo da slgA foi utilizado para o
revestimento das microplacas anticorpos anti-IgA (M-8769, SIGMA) de camundongos
desenvolvidos em cabra. Para a deteccéo da slgA foi utilizado anticorpo conjugado a
peroxidase anti-lgA de camundongo (A-4789, SIGMA). A concentracdo de sIgA total
foi determinada utilizando um padrédo de IgA purificado (0106-01, Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, USA). As leituras foram realizadas, a 492 nm,
em um leitor de microplacas (Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) e

a concentracao de slgA foi expressa em ug/g de fluido intestinal.

4.10.4 Dosagem de citocinas por ELISA

Para avaliar a expresséo de citocinas (TNF e IL-10), fragmentos do tecido
adiposo com aproximadamente 100 mg foram homogenizados com 1 mL de solugéo
de extracdo de citocinas [PBS contendo um coquetel de anti-proteases (0,1 mM
PMSF; 0,1 mM cloreto de benzetdnio; 10 mM EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05%
de Tween 20] utilizando-se homogenizador de tecidos (TissueLyser LT, QIAGEN)
(Martins et al., 2013). Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 4 °C por
10 minutos a 12.000 g e os sobrenadantes foram imediatamente coletados e
armazenados a -80 °C para posterior dosagem. A quantificagdo de citocinas foi
realizada pelo método de ELISA e os kits para as dosagens foram obtidos da R&D
Systems (DuoSet). As instru¢cdes do fabricante foram seguidas para a realizacéo dos

ensaios.

4.11 Analise microbioldgica

Apés coleta das fezes, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em
funcédo do peso, numa diluicédo 102, em PBS estéril. A partir dessa diluicdo foram feitas
novas diluicdes decimais no mesmo diluente. Aliquotas de 0,1 mL destas diluicdes
foram semeadas em placas de Petri contendo agar de Man, Rogosa & Sharpe (MRS,
Merck) e agar MacConkey (Difco). As placas de dgar MRS foram incubadas a 37°C
por 4 dias em anaerobiose. Ja as placas de agar MacConkey foram incubadas por 24
horas a 37°C em aerobiose. Apds a incubacado e contagem das coldnias crescidas, 0s
dados foram apresentados em logio UFC/g de fezes. A lista dos meios e condi¢des de

cultura e finalidades de cada um esté apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Meios e condi¢des de cultura para analise qualitativa e quantitativa do contetido intestinal
dos animais.

Meio de cultura Atmosfera Tempo de Micro-organismos
incubacdao
Agar MRS Anaerobiose Até 4 dias Bactérias acido-lacticas
Agar McConkey Aerobiose 24 horas Enterobactérias

4.12 Analises histoldgicas

A retirada dos tecidos para as analises histolégicas foi realizada no dia da
eutanasia, em que foram coletados o tecido adiposo epididimal, figado, jejuno e ileo.
O ileo e o jejuno foram estendidos com a serosa em contato com o papel de filtro e
aberto pela borda anti-mesentérica e todo o seu conteudo retirado de forma cautelosa
para nao danificar a mucosa. Eles entdo foram colocados sobre uma superficie plana
e enrolados em espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a formar rolos
(rocamboles), da porcao distal em direcdo a proximal. Os rolos, assim como pedacos
do tecido adiposo e figado, foram colocados em cassetes e fixados em solucédo de
formol tamponado 10% por 24 horas. No dia seguinte ao preparo das amostras, 0s
cassetes imersos na solucao de formol foram encaminhados para um laboratério de
patologia para a confec¢do das laminas histolégicas. As amostras foram processadas
para inclusdo em parafina e submetidos a microtomia para obtencdo de cortes
histologicos de 4 micrometros de espessura. As laminas foram coradas por
Hematoxilina e Eosina (HE) para interpretacdo histologica. O score utilizado para
mensurar o grau de esteatose no figado foi em relacdo aos focos de esteatose no
orgao (1- focal, 2- multifocal e 3- difuso) e ao tamanho dos das gotas de gordura no
orgao (1- discreto, 2- moderado e 3- acentuado), podendo totalizar o valor de 6 por

animal.

4.13 Avaliacdo comportamental dos animais submetidos a dieta hiperlipidica:
teste de campo aberto e realocacéo de objetos
Campo aberto

O campo aberto foi utilizado para avaliar as caracteristicas locomotoras e
atividade exploratorias induzidas por um novo ambiente (Barros, 2022). A tendéncia
natural do animal em um novo ambiente é explora-lo, apesar do estresse e do conflito

causados pelo novo ambiente (Prut; Belzung, 2003). O aparato consistiu em uma
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arena aberta feita de acrilico branco liso com 40 cm x 40 cm x 50 cm. Os animais
foram colocados no centro do aparato e Ihes foi permitido livre exploracéo durante 10
minutos. Uma camera de video localizada acima do aparato registrou o
comportamento dos animais durante o teste para posterior analise. A distancia total
percorrida foi avaliada com o auxilio do software ANY-mazeTM.

Realocacdo de objetos

A memodria espacial de curto prazo dos camundongos foi avaliada por meio do
teste de realocacao de objetos (Barros, 2022). O teste baseia-se na tendéncia natural
dos roedores, previamente expostos a dois objetos idénticos, de posteriormente
explorar um dos objetos - reposicionado em um novo local — por mais tempo do que
exploram o objeto n&o deslocado (Assini; Duzzioni; Takahashi, 2009). Esse teste foi
realizado posteriormente ao teste do campo aberto, de forma que o aparato do campo
aberto ja fosse familiar aos animais. Na sesséo de treino, dois objetos de plastico
idénticos foram apresentados aos animais. Os objetos foram colocados a 7 cm de
distancia das paredes do campo aberto e foi permitida a exploracdo dos objetos pelos
animais durante 5 minutos. As interacdes dos animais com 0s objetos foram gravadas
com uma camera de video localizada acima do aparato. Decorridos 0s 5 minutos, 0s
animais foram retirados do aparato e voltaram para as suas respectivas caixas-
moradia. Transcorridos 30 minutos, 0os animais foram reexpostos ao aparato; contudo,
nessa sessao de teste, um dos objetos foi movido para um novo local na caixa. O
tempo gasto pelos animais explorando os objetos na localizacdo conhecida (Tfamiliar)
e localizagdo nova (Tnovo) foram gravadas ao longo dos 5 minutos. Todas as
localizagbes dos objetos foram contrabalancadas entre os grupos. A exploragéo dos
objetos foi registrada usando um crondmetro quando os animais cheiravam ou
tocavam o objeto enquanto olhavam para o0 mesmo (ou seja, quando a distancia entre
0 nariz e o objeto tinha menos de 1 cm). Um indice de exploragédo foi calculado
conforme descrito anteriormente (Assini; Duzzioni; Takahashi, 2009): (Tnovo x
100)/(Tnovo + Tfamiliar), onde Tnovo é o tempo gasto explorando o objeto deslocado

e Tfamiliar € o tempo gasto explorando o objeto ndo deslocado.

4.14 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student. Para comparacédo da
variancia entre os grupos foi utilizado o teste ANOVA ajustado pelo teste de Tukey e
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no caso de distribuicbes assimétricas foi utilizado o teste de Kruskal Wallis. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% e intervalo de confianca de 95%. Para
realizacdo dos testes foi utilizado o software GraphPad Prism 7.00 (GraphPad

Software, La Jolla, California, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A obesidade € um problema global de saude publica que triplicou sua
prevaléncia nas Ultimas trés décadas, provavelmente, devido a urbanizacéo,
sedentarismo e 0 aumento do consumo de alimentos processados ricos em agucar e
gordura (Tiwari; Balasundaram, 2022). Dessa forma, a busca por novas terapias é
necessaria para expandir o leque de tratamentos para pacientes com obesidade, e a
pesquisa por novos probidticos vém ganhando destaque como um tratamento
adjuvante nesses casos.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo (Damaceno et al., 2017, 2021),
bactérias com potencial probiético foram isoladas do leite de materno humano e,
curiosamente, esses micro-organismos foram isolados apenas de mées com o IMC
normal, enquanto maes com sobrepeso/obesas ndo apresentaram tais bactérias. Um
estudo conduzido por Isganaitis e colaboradores (2019), demonstrou que ha
diferencas na composicao do metaboloma do leite materno de mées com peso normal
e maes com sobrepeso, e que essa diferenca poderia impactar, também, a
composicao e diversidade da microbiota desse mesmo leite.

Sendo assim, nosso trabalho se divide em dois objetivos: 1) analisar o potencial
probiotico de bactérias isoladas do leite materno na reducéo de obesidade induzida
por uma dieta hiperlipidica em modelo murino e 2) analisar se esse efeito protetor é

passado verticalmente da mae para filhote.

5.1 Screening das bactérias isoladas do leite materno em modelo de obesidade

Foi realizado um screening para avaliar qual das bactérias isoladas do leite
materno apresentava melhor resultado na redugdo da obesidade. A prevencao do
ganho de peso foi observada de forma significativa apenas nos animais administrados
com as bactérias L. gasseri (7), B. breve (8) e L. rhamnosus (64) quando comparados
com o grupo obeso (DIO). Nao houve diferenga significativa quando esses grupos
eram comparados com o grupo controle (CT). Nao houve diferenca significativa no

consumo de alimento entre 0s grupos.
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Figura 3 — Representacédo do ganho ponderal. Grupo controle foi alimentado com dieta controle (AIN-
93M) e demais grupos com DIO (n=4). Os animais foram tratados com 0,1 mL de salina 0,9% estéril ou
respectivas bactérias isoladas do leite materno na concentragéo de 10° UFC/mL por gavagem oral
diariamente. A analise estatistica foi feita utilizando One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Dessa forma, as bactérias que apresentaram resultados mais promissores na

reducdo da obesidade foram as bactérias L. gasseri (7), B. breve (8) e L. rhamnosus
(64). Trabalhar com as trés bactérias durante o doutorado seria inviavel, pois 0 nimero
de grupos experimentais seria grande. Assim, optamos por desenvolver o projeto com
as bactérias L. gasseri (7) e L. rhamnosus (64). O efeito protetor de B. breve (8) em

modelo de obesidade sera avaliado em projetos futuros.

-5.2 A administracdo de L. gasseri e L. rhamnosus, mas ndo o mix das duas
bactérias, foi capaz de prevenir o ganho ponderal e o aumento do indice de Lee,
mas néo o IMC, em modelo de obesidade em camundongos

Apos a selecao de L. gasseri (7) e L. rhamnosus (64) em modelo de obesidade,
investigamos o efeito protetor dessas bactérias na prevencao do ganho de peso e do
seu impacto no IMC e indice de Lee. Com relacdo ao ganho ponderal, as bactérias
preveniram o ganho de peso de forma significativa em comparagdo ao grupo DIO
(p<0,05), mantendo o peso dos animais semelhante aos do grupo controle onde nao

foi observada diferenca significativa entre eles (p>0,05) (figura 4A). Nao houve
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diferenca significativa no consumo de alimento entre os grupos (dados néo
mostrados). A respeito do indice de Lee, o grupo DIO apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) e essa diferenca também
foi observada em relacdo aos grupos L. gasseri + DIO e L. rhamnosus + DIO (figura
4B). Atualmente, ndo ha um consenso sobre a melhor forma de avaliar a obesidade
em ratos e camundongos, porém o indice de Lee é o método mais comumente
utilizado para esse propodsito (Jia et al., 2018). Nossos achados corroboram com
outros estudos onde foi observado que a administracao de linhagens de Lactobacillus
reduziram significativamente parametros de adiposidade, como o indice de Lee e peso
corporal em modelo animal de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (Khanna et
al., 2020; Li et al., 2020; Wang, Miao et al., 2020). A melhora nesses parametros pode
estar associada a inibicdo de lipases de lipoproteinas pelos probidticos que, por sua
vez, pode ter inibido a captacdo de acidos graxos pelos adipécitos, resultando em
menor acumulo de gordura e prevenindo o ganho de peso (Khanna et al., 2020).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos com relacéo a analise do IMC
(figura 4C). A obesidade e sobrepeso séao definidos pela Organizacdo Mundial de
Saude considerando o valor do IMC (peso corporal em kg dividido pela altura ao
quadrado kg/m?). Porém, esse dado néo é totalmente confiavel uma vez que ele leva
em consideragdo o0 peso do individuo como um todo, tanto massa magra quanto
gordura; dessa forma, um individuo que possui hipertrofia muscular pode ser
erroneamente classificado como obeso segundo esse parametro (Wong et al., 2021).
O percentual de gordura corporal € o valor total da massa de gordura dividido pelo
total da massa corporal do individuo e multiplicado por 100; esse parametro traz mais
confiabilidade para definicdo da obesidade e nos proximos experimentos faremos o
calculo desse parametro para avaliar o efeito anti-obesidade das bactérias testadas
como uma alternativa ao IMC.

Como as duas bactérias apresentaram efeito protetor apdés o screening,
visamos avaliar também se a administracdo conjunta de L. gasseri e L. rhamnosus
poderia potencializar o grau de protecdo nos camundongos tratados.
Interessantemente, quando o mix de bactérias € administrado aos camundongos, 0
efeito protetor das bactérias desaparece, visto que, ndo houve prevencédo do ganho
ponderal e ndo houve melhora nos parametros de avaliagdo da obesidade, como IMC
e indice de Lee. Isso pode estar associado a um efeito antagdnico entre as duas

bactérias onde uma inibe o crescimento da outra, havendo assim, a inibicdo ou
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neutralizacdo do efeito protetor dos micro-organismos em modelo de obesidade. No
teste de antagonismo, observamos que L. rhamnosus inibiu o crescimento de L.
gasseri devido ao halo de inibicdo formado em volta do spot central (Figura 5
esquerda). J4 L. gasseri ndo foi capaz de inibir o crescimento de L. rhamnosus na
mesma intensidade, porém é possivel observar que em volta do spot central h4 uma
transparéncia leve, indicando que houve um pequeno grau de inibicdo (Figura 5
direita). Além da inibicdo muatua, a reducédo do efeito protetor da mistura dos micro-
organismos pode também estar associada a competicao por nutrientes ou sitios de
ligagéo no TGl.

Figura 4 — Analise do ganho ponderal dos animais (A), do indice de Lee (B) e indice de massa corporal
(IMC) (C). Os animais foram alimentados com a dieta controle (AIN-93M) ou dieta indutora de
obesidade (DIO). Os animais receberam 0,1 mL de salina 0,9% estéril ou L. gasseri ou L. rhamnosus
ou a combinagdo de L. gasseri + L. rhamnosus na concentracdo de 10° UFC/mL por gavagem oral
diariamente. One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05).
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Figura 5 — Teste de antagonismo entre as bactérias L. gasseri e L. rhamnosus. Apés cultivo de 24
horas em caldo MRS de L. gasseri ou L. rhamnosus, um spot 10uL dessa cultura foi pipetado em meio
MRS éagar 1,5% e incubado a 37°C por 24 horas. Apos 24 horas, 1mL de cloroférmio foi utilizado para
matar as bactérias presentes no spot. Em seguida, foi preparado agar semissoélido 0,9% onde 10uL da
cultura de L. gasseri ou L. rhamnosus foi repicado. O agar semissolido foi entdo vertido no meio MRS
agar 1,5% e incubado 24 horas a 37°C para posterior observac¢éo do halo de inibig&o.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3 Avaliacdo dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos

O alto consumo de uma dieta hiperlipidica tem como consequéncia 0 aumento
dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos. Dessa forma, visamos analisar o efeito
de bactérias isoladas do leite materno na reducdo dos niveis dessas substancias.
Nesse trabalho a administragédo de L. gasseri e L. rhamnosus, mas ndo o mix das
bactérias, preveniu o ganho de peso nos animais. Em casos de obesidade, a perda
de peso resulta na diminuicdo dos niveis de colesterol total e aumento dos niveis de
colesterol HDL, o que esté relacionado a diminuicdo do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, derrame e diabetes (Sowers, 2003). A DIO aumentou
significativamente os niveis de colesterol total em relacdo ao grupo controle (figura
6A). A administracao de L. gasseri e L. rhamnosus, por sua vez, manteve o0s niveis
vistos no grupo controle, porém diminuiu significativamente em comparacao ao grupo
DIO (p<0,05) e o mesmo foi observado no grupo tratado conjuntamente com as duas
bactérias. Uma hipétese para isso seria o fato de bactérias do acido latico produzirem
acidos graxos de cadeia curta no intestino como produto do seu metabolismo e esses

acidos graxos tém a capacidade de diminuir os niveis séricos de colesterol por meio
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da inibicdo da sintese de colesterol ou redistribuindo o colesterol do plasma sanguineo
para o figado (Ichim; Patel; Shafer, 2016).

Os niveis de colesterol HDL estavam aumentados significativamente no grupo
DIO em relagéo ao grupo controle (p<0,05) (figura 6B) e o tratamento com L. gasseri,
L. rhamnosus e o mix das duas bactérias diminuiu significativamente esses niveis em
relacdo ao grupo DIO, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos tratados e
o grupo controle. O consumo da dieta hiperlipidica acarreta aumento dos niveis de
colesterol independente de qual tipo ele seja. Interessantemente, a administragao de
bactérias com potencial probiético diminuiu os niveis de colesterol, inclusive o HDL.
Em humanos, a proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP, sigla em
inglés) reduz a concentracao de colesterol HDL no plasma sanguineo; camundongos,
por sua vez, sdo animais normalmente deficientes dessa proteina e por isso possuem
altas concentracdes de colesterol HDL no plasma (Hime, 2010). Dessa forma, a maior
parte do colesterol nesses animais é transportado na forma HDL (Palmisano et al.,
2021). Isso indica que a administracao dos probiétcos foi benéfica ao diminuir os niveis

de colesterol no plasma.

Com relagéo ao colesterol ndo-HDL, a DIO aumentou significativamente esses
niveis em todos os grupos tratados com a dieta em relagéo ao grupo controle (p<0,05)
(figura 6C) e o tratamento com as bactérias ndo foi capaz de reverter esse quadro.
N&o houve diferenca significativa entre nenhum grupo no que diz respeito aos niveis
de triglicerideos (figura 6D). Diversos estudos tém demonstrado o efeito da
administragéo de probiéticos sobre os niveis de triglicerideos e perfil lipidico, porém
os resultados ndo sdo homogéneos, visto que os beneficios dos probidticos sao
linhagem-dependente e doenca-dependente (Cao et al., 2019; Cho; Kim, 2015; Ichim;
Patel; Shafer, 2016; Xiao et al., 2003).
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Figura 6 — Avaliacdo dos niveis séricos de colesterol total (A), colesterol HDL (B), colesterol ndo-HDL
(C) e triglicerideos (D). Os animais foram alimentados com a dieta controle (AIN-93M) ou dieta indutora
de obesidade (DIO). Os animais receberam 0,1 mL de salina 0,9% estéril ou L. gasseri ou L. rhamnosus
ou a combinacéo de L. gasseri + L. rhamnosus na concentragédo de 10° UFC/mL. ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.4 Impacto do tratamento de L. gasseri e L. rhamnosus no perfil glicémico em
modelo murino de obesidade

A ingestdo de uma dieta hiperlipidica pode acarretar intolerancia a glicose e na
resisténcia a insulina. O tecido adiposo € um 6rgdo endocrino sensivel a insulina e
que é responsavel por regular o metabolismo de glicose e lipideos via lipélise ou
lipogénese, de acordo com a demanda do organismo (Kim et al., 2019). Diversas
doencas estdo associadas a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose, como
diabetes mellitus tipo 2, obesidade e sindrome metabdlica, sendo esses parametros
analisados para avaliar o desenvolvimento dessas doengas. Quando 0s niveis séricos
de glicose estdo constantemente elevados, devido ao consumo de uma dieta rica em
acucar e gordura, por exemplo, o pancreas produz mais insulina para que as células
possam captar toda essa glicose; porém, com o passar do tempo, as células param
de responder a insulina, diminuindo a sensibilidade das células a esse horménio.
Assim, altos niveis de insulina sdo necessarios para obter uma resposta metabdlica
gue em condi¢cdes normais nao seria preciso, acarretando no quadro de resisténcia a
insulina (Antoniolli et al., 2018). Assim, analisamos o efeito de bactérias isoladas do
leite materno na melhora do perfil glicémico de camundongos submetidos a uma dieta
hiperlipidica. Nesse trabalho, a administracdo de L. gasseri reverteu o quadro de
resisténcia a insulina. Com relacdo ao teste de sensibilidade a insulina (TSI), o grupo
tratado com L. gasseri foi significativamente mais sensivel a insulina quando
comparado ao grupo DIO (p<0,05) (figura 7A), revertendo o quadro de resisténcia a
esse hormonio. Porém, o tratamento com L. rhamnosus e o mix das duas bactérias
pareceram nao ter efeito sobre esse parametro. A resisténcia a insulina se deve a uma
mudanca no perfil de células imunes no tecido adiposo de individuos obesos, em que
ha a conversdo de macréfagos M2 anti-inflamatorios em macrofagos M1 pro-
inflamatorios (Khanna et al., 2022). Assim, nos hipotetizamos que o tratamento com
L. gasseri possa ter diminuido a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo e,
consequentemente, o estado pré-inflamatério, melhorado a sensibilidade a insulina
em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

A ativacdo de macrofagos pro-inflamatérios M1 no tecido adiposo acarreta
aumento da producdo de citocinas e quimiocinas que levam a ativacdo da via de
sinalizacdo NF-kB, resultando na inibicdo da fosforilacdo do substrato do receptor de
insulina e, consequentemente, da cascata de sinalizacdo desse hormdnio dentro da

célula, impossibilitando a acdo da insulina (Wellen; Hotamisligil, 2005). Como



47

consequéncia ha uma diminuicdo da captacao da glicose presente no sangue levando
a um quadro de hiperglicemia e intolerancia a glicose, aumentando o risco de
desenvolvimento de diabetes e doencas cardiovasculares (Wang et al., 2022). O teste
de tolerancia oral a glicose (TTOG) € um teste sensivel e amplamente usado para
medir a tolerancia a glicose por um periodo de 2 horas apés a administracdo oral da
substancia; entretanto, melhor do que medir os niveis de glicose em um determinado
ponto, seria medir a variacdo dos niveis séricos de glicose durante todo o periodo do
teste; assim, o calculo da ASC (area sob a curva) vem sendo utilizado pois ele mede
a variagao glicémica do individuo durante o teste e atesta a eficacia de medicamentos
para controlar a hiperglicemia pés-prandial (Sakaguchi et al., 2016). Nesse estudo, 0
consumo da DIO ocasionou em menor tolerancia a glicose indicada pelo aumento da
ASC em relag&o ao grupo controle (p<0,05) (figura 7B) e a administragao de L. gasseri
e L. rhamnosus, mas ndo o mix das bactérias, protegeu os animais diminuindo a ASC,
em comparacdo ao grupo DIO (p<0,05), e tornando-os tolerantes a glicose e
prevenindo-os de iniciar um estado diabético. Estudos mostram que a administracéao
de probidticos tem efeito benéfico na normalizacdo do perfil glicémico e na
sensibilidade a insulina em animais alimentados com uma dieta hiperlipidica (Bagarolli
et al., 2017; Balakumar et al., 2018; Cho; Kim, 2015; Ruan et al., 2015). Isso pode
estar associado a uma menor infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo, modulacéo
da microbiota, diminuindo os niveis sistémicos de LPS ou aumento da producao de
acetato, um AGCC que inibe o acumulo de gordura e inflamac&o em roedores obesos
ou diabéticos (Wang et al., 2014).
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Figura 7 — Avaliacdo da area sob a curva para os testes de sensibilidade a insulina (TSI) (A) e de
tolerancia oral a glicose (TTOG) (B). A analise foi feita através da medicao da glicose através de uma
gota de sangue caudal nos tempos 0, 15, 30 e 60 minutos para o TSI e nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120
minutos para o TTOG. A area sob a curva foi calculada para cada animal e os valores obtidos foram
utilizados para a construcdo do grafico. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.5 Avaliacdo do impacto de uma dieta hiperlipidica na concentracdo de
enterobactérias e BAL nas fezes de camundongos tratados com DIO

O consumo de uma dieta rica em gordura saturada e acgucar esta associada ao
desenvolvimento de um quadro de disbiose intestinal, que esta diretamente associada
ao aumento da populacdo de enterobactérias e diminuicdo de BAL. O LPS € um

componente da parede celular de bactérias Gram-negativo, como as enterobactérias,
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gue caem na circulacdo sistémica devido a ruptura da barreira epitelial ocasionada
pela ingestdo crénica de gordura. O aumento dos niveis de LPS circulantes esta
associado ao aumento de marcadores inflamatérios, resultando em uma inflamacao
cronica de baixo grau do tecido adiposo e desenvolvimento da obesidade. Ao
analisarmos o efeito da DIO sobre a microbiota de camundongos tratados com dieta
hiperlipidica, foi observado que o consumo de DIO acarretou a expansao de
enterobactérias enquanto a administracdo de L. gasseri ou L. rhamnosus acarretou a
prevencdo da expansao desses micro-organismos de forma significativa (p<0,05)
(figura 8A). Além da diminuicdo da concentragdo de enterobactérias, o probidtico
diminuiu a frequéncia desses micro-organismos dentro do grupo tratado com L.
gasseri. Apos a inducéo da obesidade, os niveis de enterobactérias aumentaram 20
vezes. Apos o tratamento com L. gasseri e L. rhamnosus, essa concentracao diminuiu
10 e 5 vezes, respectivamente. A diminui¢cdo do numero de enterobactérias pode estar
relacionada a diminuicho do acumulo de gordura no tecido adiposo, e,
consequentemente, prevencao do ganho de peso nos camundongos tratados com o
probidticos, uma vez que menores concentracdes dessas bactérias implicam em
menores niveis de LPS na corrente sanguinea.

Com relacdo a concentracdo de BAL, o consumo da dieta hiperlipidica
acarretou a diminuicdo desse parametro de forma significativa no grupo DIO em
relacdo ao grupo controle (p<0,05) (figura 8B). Em contraste, o tratamento com L.
rhamnosus aumentou significativamente a concentracdo desse grupo de bactérias
(p<0,05). Apesar da auséncia de diferenca significativa entre o grupo tratado com L.
gasseri e o grupo DIO, a frequéncia desses micro-organismos aumentou no grupo
tratado. No grupo DIO a frequéncia era de 7 em 10 animais e no grupo tratado essa
frequéncia subiu para 8 em 9, o que corresponde a um aumento de 26%. O aumento
na concentracdo de BAL pode ter impactado positivamente a melhora da obesidade
Nos animais, pois esses micro-organismos sao capazes de promover a homeostase
intestinal, promover o metabolismo lipidico, diminuir os niveis de lipideos e colesterol
no sangue e fortalecer a barreira intestinal (Zhang et al., 2022). Todos esses fatores
contribuem para a diminuicdo do acumulo de gordura e reducdo do peso dos animais.

Dessa forma, a administracdo dos potenciais probidticos influenciou
positivamente melhorando o quadro de disbiose, uma vez que, nos grupos tratados,

foi observada uma diminuicdo da concentracdo de enterobactérias e aumento de BAL.
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BAL sé&o responsaveis pela producéo de acidos, como o acido latico, que acidificam o

[imen intestinal e controlam a populacédo de enterobactérias.

Figura 8 — Avaliacdo da concentracdo de enterobactérias (A) e bactérias do acido latico (BAL) (B) nas
fezes dos animais. No dia anterior a eutanasia, as fezes foram coletadas, diluidas serialmente e
plagueadas em meio MacConkey e MRS para contagem de enterobactérias e LAB, respectivamente.
ApOs a incubacdo, a contage de colbnias foi feita e os dados foram expressos em UFC/g de fezes.
One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05).
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5.6 Avaliacao histologica e de parametros inflamatérios do impacto da dieta
hiperlipidica sobre o intestino

Apoés avaliar o efeito da dieta hiperlipidica sobre a microbiota intestinal, nés
avaliamos o efeito dessa dieta sobre a mucosa intestinal e tecidos hepético e adiposo.
Com relacdo a mucosa intestinal, ndo observamos diferencas significativas nos cortes
histoldgicos do ileo e jejuno entre os grupos (figura 9).
Figura 9 — Corte histolégico do ileo (1) e jejuno (2). Animais foram submetidos a dieta controle (AIN-
93) ou dieta hiperlipidica por oito semanas e receberam 0,1mL de salina 0,9% ou probidtico na
concentragdo de 10° UFC/mL. Apos a eutanasia, o tecido foi retirado e fixado em formol tamponado

10%. As laminas histoldgicas foram coradas em HE. Aumento 20x. Grupos: (A) Controle; (B) DIO; (C)
L. gasseri; (D) L. gasseri + DIO; (E) L. rhamnosus; (F) L. rhamnosus + DIO.

- Fonte: Elaborado pelo autor
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- Fonte: Elaborado pelo autor

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente em neutréfilos e a medicao
da sua atividade no tecido esta relacionada ao influxo de neutréfilos para este e,
consequentemente, o grau de inflamacéo tecidual. Em nosso estudo, ndo observamos
diferenca significativa entre os grupos com relagéo a atividade da MPO tanto no ileo
guanto no jejuno. Esse resultado se correlaciona com o observado nas andlises
histoldgicas do jejuno e ileo, onde nao foi observado infiltrado inflamatorio e perda da
arquitetura do tecido, bem como diferencas significativas entre os grupos. Assim, a
DIO parece nado exercer nenhum efeito detectavel na mucosa intestinal nos moldes
do atual estudo, visto que, em todos o0s grupos que receberam a dieta houve
preservacdo da arquitetura do tecido e auséncia de infiltrado inflamatério na lamina
propria e submucosa, assemelhando-se com o observado nos grupos controle (CT, L.
gasseri e L. rhamnosus) (figura 10B e C). Esse resultado corrobora com os dados
obtidos no teste de permeabilidade intestinal (figura 10A), em que nao foram



53

observadas diferencas significativas entre os grupos. Isso pode ser explicado, pois a

obesidade € caracterizada por uma inflamacéo cronica de baixo grau, e o grau dessa

inflamacdo n&o seria o suficiente para causar um dano acentuado na mucosa

intestinal que fosse evidenciado nas analises histologicas e na medicdo da atividade
da MPO.

Figura 10 — Avaliacéo da permeabilidade intestinal por meio da medi¢do da radioatividade no sangue
apos administracdo oral de DTPA marcado com tecnécio (A) e dos parametros inflamatorios no ileo (B)
e jejuno (C) através da medicao da atividade de MPO. Os animais foram alimentados com dieta controle
(AIN-93) ou DIO durante 8 semanas. Animais receberam 0,1mL de salina 0,9% ou de probidtico na
concentracdo de 10° UFC/mL diariamente durante todo o experimento. One-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.7 Avaliacdo histolégica e de parametros inflamatdrios no figado frente ao

consu

mo da dieta indutora de obesidade

Ja com relacdo ao figado, o consumo da dieta hiperlipidica aumentou o

acumulo de gordura no érgao de forma significativa quando comparado aos grupos
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que receberam a dieta controle (figura 11). A suplementacdo da dieta com os
potenciais probiéticos ndo foi capaz de diminuir o grau de esteatose no tecido quando
comparados ao grupo DIO. Entretanto, o tratamento com o probiotico foi capaz de

diminuir os parametros inflamatorios nesse 6rgao.

Figura 11 — Corte histolégico do figado (1) e score histopatoldgico (2). Animais foram submetidos a
dieta controle (AIN-93) ou dieta hiperlipidica por oito semanas e receberam 0,1mL de salina 0,9% ou
probidtico na concentragdo de 10° UFC/mL. Apds a eutanasia, o tecido foi retirado e fixado em formol
tamponado 10%. As laminas histolégicas foram coradas em HE. Aumento 40x. Grupos: (A) Controle;
(B) DIO; (C) L. gasseri; (D) L. gasseri + DIO; (E) L. rhamnosus; (F) L. rhamnosus + DIO.

Score histopatolégico

Fonte: Elaborado pelo autor

Dados da literatura mostram que o consumo da dieta hiperlipidica aumenta a
resposta inflamatdria no organismo (Aguilar et al., 2023; Menta et al., 2022; Rensen
et al., 2012), o que corrobora com nossos dados em que o grupo DIO apresentou
maior influxo de neutrofilos e eosinodfilos para o figado. Como comentado
anteriormente, a atividade de MPO se relaciona com a migracao de neutrdfilos, ja a
migracdo de eosinodfilos é inferida através da medicdo da atividade da peroxidase
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eosinofilica (EPO). Observamos que a atividade dessas enzimas estava mais
acentuada, de forma significativa, no grupo DIO em relacdo ao grupo CT (p<0,05)
(figura 12). Também, ao comparar o grupo DIO aos grupos que receberam 0s
probiodticos e a dieta hiperlipidica, foi observado diferengas significativas entre os
grupos (p<0,05), indicando que a administracao diaria de probidtico diminuiu os niveis
dessas enzimas no tecido, caracterizando na diminuicdo da migracao de neutrofilos e
eosinofilos para o figado resultando em um menor grau de inflamacao tecidual. A
infiltracdo de neutrdfilos no tecido adiposo branco caracteriza um dos eventos iniciais
para o desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina, prova disso é que
camundongos deficientes em MPO ndo desenvolvem resisténcia a insulina nem
obesidade, indicando um papel regulador dessa enzima no desenvolvimento da
doenca (Qaddoumi et al., 2020). Um dos marcos principais da obesidade é a
inflamacéo crénica no figado; dessa forma, a diminuig&o dos parametros inflamatérios
nesse 6rgdo devido a administracéo dos probidticos pode ter contribuido para o efeito

benéfico observado em nosso modelo.

Figura 12 — Avaliagcdo dos parametros inflamatérios no figado por meio da medicao da atividade de (A)
MPO e (B) EPO. Os animais foram alimentados com dieta controle (AIN-93) ou DIO durante 8 semanas.
Animais receberam 0,1mL de salina 0,9% ou de probiético na concentracéo de 10° UFC/mL diariamente
durante todo o experimento. One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.8 Avaliacéo histoldgica do tecido adiposo e producéo de adipocinas

Com relacéo ao tecido adiposo epididimal utilizado nas analises histologicas,
também nédo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. O tamanho
dos adipdcitos e a quantidade de adipocitos por campo foram similares em todos os
grupos. Quando o organismo é submetido a uma dieta hiperlipidica por um
determinado periodo, o tecido adiposo pode responder de duas formas para
armazenar o excesso de energia ingerido: via hipertrofia dos adipécitos, caracterizado
pelo aumento celular acarretando no acumulo de grande quantidade de gordura
dentro da célula, ou via hiperplasia do tecido, onde ha o aumento do numero de
adipécitos (Abuhattum et al., 2022). A dieta e a genética do animal afetam a
contribuicdo desses dois mecanismos no crescimento do tecido adiposo na obesidade
(Jo et al., 2009). A hiperplasia € aumentada pela dieta hiperlipidica de uma maneira
linhagem-dependente, sugerindo uma interagdo sinérgica entre genética e dieta; além
disso, a dieta rica em gordura aumenta a taxa do aumento celular do adipdcito
independente da linhagem, sendo influenciada, principalmente, pelo aumento da
necessidade do organismo em armazenar energia (Jo et al., 2009). Apesar de nao
termos observado diferenca no tamanho dos adipdcitos nos cortes histologicos entre
os grupos (figura 13), era notoria a diferenca entre o volume do tecido adiposo dos
grupos controle e os grupos alimentados com a dieta rica em gordura no momento da
eutanasia (dados nao apresentados). Isso sugere que o tecido adiposo dos animais
alimentados com a DIO no momento da coleta do tecido tinha sofrido hiperplasia
ocasionando a expansao do tecido. A hipertrofia do tecido adiposo esta associada ao
aumento da inflamacéo tecidual, fibrose, hipoxia e deficiéncia metabdlica; ja o
crescimento hiperplasico ndo provoca essas mudancas patoldgicas e, geralmente, &
mais favoravel metabolicamente (Sakers et al., 2022). Isso pode explicar, pelo menos
em parte, os dados obtidos sobre os parametros inflamatorios analisados no tecido
adiposo em nosso trabalho. Além disso, o tecido adiposo epididimal é considerado
tecido adiposo visceral que pode responder de forma diferente do tecido adiposo
subcutaneo. Assim, o ganho de peso evidenciado pelo aumento do IMC pode ter
ocorrido em outros sitios de tecido adiposo subcutaneo ou mesmo visceral (como o

omental e mesentérico).
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Figura 13 — Corte histolégico do tecido adiposo epididimal. Animais foram submetidos a dieta controle
(AIN-93) ou dieta hiperlipidica por oito semanas e receberam 0,1mL de salina 0,9% ou probidtico na
concentracdo de 10° UFC/mL. Apds a eutanasia, o tecido foi retirado e fixado em formol tamponado
10%. As laminas histologicas foram coradas em HE. Aumento 40x. Grupos: (A) Controle; (B) DIO; (C)
L. gasseri; (D) L. gasseri + DIO; (E) L. rhamnosus; (F) L. rhamnosus + DIO.

.
-

A B -~ | %
=S A B
) / -
) =, “' N
.
N\ v ~
o \
. { > Y {
\ o Y
W »
/ Sl
i . R / J
r
& / e D
' ~
\ )
| \
e L \
= K
\ ’ A
X N
4 ‘\ b { A -
y 2 “x \
- A oyt ’ |
- 3 v
E S F
}-
- < {
’
N -
- r $ )
< ]
/ \ > A )
-~ ’)‘ »

Fonte: Elaborado pelo autor

Como comentado anteriormente, o consumo da dieta hiperlipidica favorece a
hipertrofia dos adipécitos e esta, por sua vez, favorece a inflamacéo do tecido e
contribui para o quadro de inflamacdo crbénica de baixo grau caracteristico da
obesidade. O turnover da hipertrofia do tecido adiposo para hiperplasia, serve como
uma forma do organismo de combater a inflamacéo tecidual e diminuir a producéo de
marcadores inflamatérios. Com relacéo a producéo de TNF, a DIO induziu o0 aumento
dessa citocina no grupos DIO e L. rhamnosus + DIO de forma significativa em relacéo
ao grupo controle (figura 14B). Em contrapartida, houve um aumento na producao de
IL10, uma citocina anti-inflamatdéria, no grupos L. gasseri + DIO e L. rhamnosus + DIO

(figura 14A). Isso pode estar associado ao efeito benéfico observado nesses grupos
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em nosso modelo. A IL10 é produzida por macrofagos M2 ativados, células B e células
T e age na supressédo da polarizacdo de macréfagos M1 e na producao de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF, IL1B e IL6; o aumento dos niveis de IL10 esta
relacionado a melhora da sindrome metabdlica e obesidade em humanos e
camundongos por meio da reducéo do percentual de gordura, melhora na resisténcia
a insulina e diminuicao da inflamacéo do tecido adiposo (Torres et al., 2018). Diversos
estudos tém mostrado que a administracao de probidtico frente ao consumo de uma
dieta hiperlipidica induz o aumento da produgédo de IL10 trazendo beneficios ao
organismo em modelo murino (Castro-Rodriguez et al., 2020; Kim et al., 2020; Lim et
al., 2016; Wang et al., 2021). Isso demonstra o papel importante que essa citocina
pode exercer no organismo e em modelo de obesidade induzida por dieta rica em

gordura.

Figura 14 — Quantificagdo da producao de IL10 (A) e TNF (B) no tecido adiposo através do método de
imunofluorescéncia (ELISA). Os animais foram alimentados com dieta controle (AIN-93) ou DIO durante
8 semanas. Animais receberam 0,1 mL de salina 0,9% ou de probiético na concentragéo de 10° UFC/mL
diariamente durante todo o experimento. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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5.8 Avaliacdo comportamental dos animais alimentados com a dieta indutora
de obesidade
A dieta hiperlipidica pode impactar negativamente o sistema nervoso central,

podendo acarretar em estresse oxidativo, processos neuroinflamatérios, disfuncao
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neurovascular, diminuicdo da neurogénese e perda da integridade dendritica (Braga
et al., 2021). Sendo assim, nosso objetivo aqui foi avaliar se a dieta rica em gordura
seria capaz de trazer prejuizos a memoéria de curta duracdo dos animais por meio do
teste de realocacéo de objetos. Antes de iniciar o teste, realizamos o teste de campo
aberto para analisar se a dieta poderia causar alguma reducéao na locomocéao desses
animais que poderia enviesar o teste de realocacdo de objetos. No teste de campo
aberto ndo observamos diferencas significativas entre os grupos (figura 15A). Esse
resultado era esperado, pois indica que a locomogdo desses animais ndo estava
comprometida e que o teste de realocacdo de objetos poderia ser realizado sem viés.

No teste de realocacdo de objetos, os animais foram expostos a dois objetos
localizados dentro de um aparato de acrilico. A primeira parte do teste é a etapa de
treino. Nela, os animais sao colocados dentro do aparato juntamente com 0s objetos.
Apo6s 5 minutos de exploracao, os animais foram retirados do aparato e o tempo de
interacdo com 0s objetos foi contabilizado. Verificamos que os animais exploraram de
forma semelhantes os dois objetos, visto que o tempo de exploracdo com cada objeto
foi aproximado (figura 15B). Essa etapa de treino € importante, pois indica que os
animais ndo tiveram preferéncia por nenhum objeto, o que poderia prejudicar a
interpretacdo dos resultados na hora do teste em si.

A segunda parte é o teste em si. Apés 30 minutos da etapa de treino, 0s animais
foram reintroduzidos no aparato, onde um dos objetos estava realocado. Roedores
sao animais exploratorios, entdo esperava-se que o tempo de interacdo com o objeto
realocado fosse maior que o tempo de interacdo com o objeto que permaneceu no
mesmo lugar, visto que o objeto realocado seria uma novidade para eles. Em nosso
trabalho, observamos que o tempo de exploracao do objeto realocado no grupo DIO
foi significativamente menor do que no grupo CT (p<0,05) (figura 15C). Diversos
estudos demonstram que o consumo de uma dieta rica em gordura pode causar
prejuizos a memoaria do individuo (Braga et al., 2021; de Paula et al., 2021; Gonzalez
Olmo et al., 2023). Umas das causas para que isso ocorra, pode estar relacionada as
alteracdes da composicao da microbiota intestinal observada nos animais submetidos
a DIO. A microbiota intestinal € responsavel por desempenhar funcées importantes no
metabolismo e regulagéo do organismo, influenciando o estado nutricional e o estilo
de vida do hospedeiro; a microbiota também regula a comunicagao entre o intestino e
0 ceérebro, por meio do chamado eixo intestino-cérebro, e tem funcdo no

desenvolvimento de algumas condicbes como depressdo, obesidade, autismo e
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outras doencas (Ma et al., 2023). A microbiota se comunica e causa alteracées no
sistema nervoso central via producdo e secrecdo de neurotransmissores, como a
serotonina, e por meio da producao de aminoacidos e outros metabdlitos, como AGCC
e folato (Tooley, 2020). Uma vez que h& um disturbio na composi¢cdo da microbiota,
conhecido como dishiose, ha um prejuizo na comunicagao do eixo intestino-cérebro
gue compromete o sistema nervoso central do hospedeiro. Dessa forma, sabendo que
a dieta hiperlipidica afeta a composicdo da microbiota intestinal e que existe um
relagcdo entre a composi¢cao da microbiota intestinal e comportamento cognitivo dos
animais, era esperado que no grupo DIO houvesse uma perda da cognicdo em relacao
ao grupo controle. Interessantemente, o tratamento com as bactérias potencialmente
probidticas protegeram o sistema nervoso central dos animais melhorando a memoaria
destes de forma significativa quando comparados ao grupo DIO (p<0,05). Em estudos
demonstrando a relacao entre microbiota e cognicdo, a suplementacao da dieta com
probidticos surge como uma terapia adjuvante trazendo beneficios para a funcgéo
cognitiva, e isso se deve, principalmente, a capacidade desses micro-organismos
benéficos em reduzir biomarcadores inflamatorios e oxidativos (Cai et al., 2023). Os
lactobacilos pertencem ao grupo das BAL, justamente por produzirem como produto
final do seu metabolismo o acido latico. Um estudo demonstrou que o tratamento com
uma combinacdo de probiodticos contendo linhagens de Lactobacillus foi capaz de
melhorar o aprendizado e a memadria em ratos de meia idade e que isso estaria
associado ao aumento dos niveis de lactato no cérebro, que exerceu uma agao anti-
inflamatoria no local (Webberley et al.,, 2023). Alteragcdes no ambiente intestinal
também podem induzir um prejuizo cognitiva por meio da comunicagdo do eixo
intestino-cérebro que se d& via metabodlitos ou fatores imunes produzidos pela
microbiota; a suplementacédo com linhagens de lactobacilos aumenta a concentracao
de GABA (acido gama-aminobutirico) no intestino delgado (Cai et al., 2023). Assim,
hipotetizamos que o tratamento com L. gasseri e L. rhamnosus possa ter diminuido a
neuroinflamac&o, via aumento dos niveis de lactato, e revertido o quadro de disbiose
causado pelo consumo da dieta hiperlipidica, que pode ter melhorado a comunicac¢ao
entre o intestino e cérebro pela producdo de neurotransmissores e outros metabalitos,

como por exemplo GABA.
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Figura 15 — Avaliacdo da memaria de curta duracdo em animais alimentado com a DIO e tratados com
L. gasseri ou L. rhamnosus. (A) Teste de campo aberto. Animais foram colocados em um aparato de
acrilico, um por vez, por 10 minutos para reconhecimento espacial e avaliacdo da sua capacidade de
locomocéo. (B) Treino. No dia seguinte, os animais, um por vez, foram colocados no aparato de acrilico
juntamento com dois objetos e permaneceram l4 por 5 minutos para reconhecimento dos objetos em
guestdo. Apds 30 minutos eles foram reintroduzidos no aparato para inicio do teste. (C) Teste de
realocacdo de objetos. Os animais foram reintroduzidos no aparato onde um objeto permanceu no
mesmo lugar e outro foi realocado. O tempo de interacdo com o objeto realocado foi contabilizado. A
andlise estatistica do teste foi realizada através de One-way ANOVA. Letras diferentes indicam
diferenca significative entre os grupos (p<0,05).
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5.9 A amamentacdo pode ser um agente protetor na prevencao do ganho de
peso da prole

Apés avaliar o efeito da administragdo dos potenciais probiéticos em modelo
murino de obesidade, nés levantamos a hipétese de que essas bactérias poderiam
ser transmitidas para a prole durante a amamentacéo, prevenindo o ganho de peso

nesta. Para isso as maes receberam L. gasseri ou L. rhamnosus diariamente durante
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toda a gestacao e o periodo de amamentacdo. Apos o desmame, os filhotes machos
foram separados e foi feita a inducéo da obesidade com a dieta hiperlipidica durante
8 semanas. Os filhotes cujas maes receberam o0s potenciais probidticos durante a
gestacdo e amamentacdo ganharam menos peso quando comparados com 0 grupo
cujas maes nao receberam nenhum tratamento (grupo DIO) e foram alimentados com
a dieta indutora de obesidade de forma significativa (p<0,05) (figura 16). N&o houve
diferenca entre os grupos tratados e o grupo controle. Com relacéo ao indice de Lee
e IMC, a DIO aumentou de forma significativa esses parametros na prole (figura 17A
e B) (p<0,05). A administrac@o dos probidticos nas maes diminuiu esses parametros

na prole apods a inducdo da obesidade em comparacao ao grupo DIO.

Figura 16 — Avaliacdo do desenvolvimento ponderal da prole. Os animais foram
alimentados com a dieta controle (AIN-93M) (grupo CT) ou dieta indutora de obesidade (DIO) (grupo
DIO, L. gasseri + DIO e L. rhamnosus + DIO). Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. *
indica diferenca significativa entre o grupo DIO e demais grupos (p<0,05).
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Figura 17 — Andlise do indice de massa corporal (IMC) (A) e indice de Lee (B) para determinacéo de
evolucao da obesidade. Os animais foram alimentados com a dieta controle (AIN-93M) ou dieta indutora
de obesidade (DIO). One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferencga significativa entre os grupos (p<0,05).
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Os beneficios da amamentacao sdo inUmeros, tanto para a mae quanto para a
prole. Diversos estudos demonstraram a relacdo positiva entre a amamentacao e a
reducdo da obesidade em criancas e adolescentes (Liu et al., 2022; Von Kries et al.,
1999; Yan et al., 2014). J4 para as maes, a amamentacao melhorou a tolerancia a
glicose por meio de mudancas na resposta pancreatica mediada por células 3 em
camundongos (Vicente et al., 2020) e melhorou a resisténcia a insulina e a tolerancia
a glicose em mulheres japonesas (Yasuhi et al., 2017). Em nosso trabalho,
observamos que a amamentacdo melhorou a tolerancia oral a glicose e a
sensibilidade a insulina nos grupos em que foram administrados os probidticos (figura
18A e B) (p<0,05).
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Figura 18 — Avaliacdo da area sob a curva para os testes de sensibilidade a insulina (TSI) (A) e de
tolerancia oral a glicose (TTOG) (B). A analise foi feita via medicdo da glicose através de uma gota de
sangue caudal nos tempos 0, 15, 30 e 60 minutos para o TSI e nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos
para o TTOG. A area sob a curva foi calculada para cada animal e os valores obtidos foram utilizados
para a construcdo do gréfico. One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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O consumo de uma dieta hiperlipidica por camundongos durante a gravidez e
a lactacdo contribuem para o aumento da adiposidade, resisténcia a insulina, aumento
dos niveis de colesterol e glicose em jejum e desenvolvimento de inflamacgéo hepatica
na prole (Saengnipanthkul et al., 2021). Isso indica que habitos maternos durante a
gravidez e a lactacdo podem refletir na saude da prole. Nesse estudo, portanto,
hipotetizamos que a administracdo de probidticos durante a gravidez poderia trazer
beneficios a saude da prole quando esta fosse desafiada com a dieta indutora de
obesidade. Nossos resultados mostram que o perfil lipidico dos camundongos
provenientes das maes que receberam os potenciais probidticos foi melhorado de
forma significativa para os niveis de colesterol total, HDL e ndo-HDL (p<0,05) (figura
19A-C). Nao houve diferenca entre os niveis de triglicerideos entre os grupos (figura
19D). Com relagdo aos parametros inflamatorios do figado, n&o houve diferenga no
influxo de eosindfilos para o 6rgdo; porém, a atividade da MPO estava diminuida de
forma significativa nos grupos cujas maes receberam o0s potenciais probidticos
durante a gestacdo e lactacao (figura 20A e B). Isso pode ter contribuido para a
diminuicao da adiposidade observada nesse grupo, uma vez que a inflamacéo cronica

do figado contribui para o desenvolvimento da obesidade.
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Figura 19 — Avaliacdo dos niveis séricos de colesterol total (A), colesterol HDL (B), colesterol ndo-HDL
(C) e triglicerideos (D). Os animais foram alimentados com a dieta controle (AIN-93M) ou dieta indutora

de obesidade (DIO). One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Figura 20 — Avaliacdo do influxo de neutréfilos e eosindéfilos para o figado através da medicao da
atividade de MPO (A) e EPO (B), respectivamente. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Uma vez que os animais foram mantidos sob as mesmas condi¢bes e
receberam a mesma dieta, o Unico fator diferencial foi a administracdo de L.
rhamnosus e L. gasseri para as maes durante a gestacao e a amamentacéo. Logo, &
possivel afirmar que o efeito protetor foi transmitido verticalmente para a prole.
Entretanto, a forma como esse efeito foi transmitido para a prole ainda precisar ser
estudado. Acreditamos que esse efeito esteja relacionado a presenca dessas
bactérias no leite materno e que a amamentacao tenha sido capaz de prevenir o ganho

de massa corporal e melhorar parametros metabdlicos e inflamatérios na prole.
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6 PERSPECTIVAS

Para concluir os objetivos desse trabalho, algumas analises precisardo ser
feitas ap0Os a concluséo do doutorado. Primeiro, teremos que comprovar a forma como
o efeito protetor das bactérias é transmitido das mées para a prole. Nossa hipétese é
de que esse efeito € passado verticalmente através da amamentacdo. Para testar
nossa hipétese, iremos marcar geneticamente as bactérias criando um primer
especifico para elas. Faremos entdo a coleta do leite materno das maes que
receberam as bactérias probidticas e utilizaremos primer para verificar se essas
bactérias estdo presentes no leite. Caso a presenca delas seja confirmada, podemos

afirmar que o efeito protetor observado na prole esta associado a amamentacao.

Em seguida, queremos avaliar por qual motivo essas bactérias conferem uma
protecdo em modelo de obesidade. Para isso, realizaremos a analise de
probiogénomica para verificar se alguma via no genoma dessas bactérias pode
explicar o efeito observado em nosso trabalho. Além disso, realizaremos as analises
de metagendmica para ter um informagdo mais sucinta e robusta sobre o efeito da
DIO sobre a microbiota intestinal e como a administracéo dos probidticos foi benéfica
nesse sentido. Tanto o genoma das bactérias quanto os dados da metagendmica ja
foram sequenciados, porém néo tivemos tempo habil para analisar e acrescentar na

tese.

Por fim, realizaremos dosagens de citocinas por qPCR no tecido cerebral, para
corroborar os achados obtidos no teste de comportamento, tecido adiposo e figado.
Com a finalizag&o desses experimentos, acreditamos que conseguiremos responder
as principais hip6teses do trabalho e publicar nossos resultados em uma revista

cientifica.

7 CONCLUSAO E COMENTARIOS FINAIS

Esse estudo demonstrou um efeito benéfico da suplementacédo da dieta com
potenciais probidticos isolados do leito materno em modelo murino de obesidade
induzida por dieta hiperlipidica. A administracdo diaria de 0,1 mL das bactérias L.
gasseri e L. rhamnosus na concentracdo de 10° UFC/mL foi capaz de melhorar
significativamente alguns importantes parametros relacionados a obesidade nos

animais. A administracdo conjunta das duas bactérias, no entanto, ndo protegeu 0s
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animais em nosso modelo, indicando que nem sempre a associacdo de um ou mais
probioticos é benéfica. Nos animais em que a bactérias foram administradas
separadamente, houve uma reducdo no ganho de peso, melhora na sensibilidade a
insulina, aumento da tolerancia a glicose, diminui¢cdo dos niveis séricos de colesterol
total e melhora no quadro de disbiose confirmado pela diminuicdo da expansédo de
enterobactérias e aumento na concentracao de BAL.

Observamos também uma melhora nos parametros inflamatorios, onde o
tratamento com as bactérias diminuiu o influxo de neutréfilos, eosindfilos e macréfagos
para o figado. No tecido adiposo, houve um aumento na producédo de IL10, uma
citocina anti-inflamatoria, e isso pode ter influenciado, pelo menos em parte, os efeitos
benéficos da administracdo dos probidticos em nosso modelo e reducdo da
adiposidade. Sabendo que a dieta hiperlipidica pode causar neuroinflamacgéo e
prejuizos a cognicdo, realizamos um teste para avaliar a memodria dos animais e
observamos que a administracéo de L. gasseri e L. rhamnosus melhorou a memoria
de curta duracdo dos animais e que isso poderia estar associado a resolucdo da
disbiose, melhorando a comunicacg&o do eixo intestino-cérebro, causada inicialmente
pelo consumo da dieta rica em gordura.

Por se tratar de bactérias que foram isoladas do leite materno, nosso proximo
passo foi avaliar se essas bactérias poderiam ser transmitidas para a prole via
amamentacao e exercer o mesmo efeito benéfico. Nossos resultados demonstraram
gque a amamentacdo exerceu um efeito protetor sobre a prole em modelo de
obesidade. Observamos a prevencao do ganho de peso, melhora nos perfis lipidico e
glicémico e diminui¢do da inflamagé&o no figado.

Dessa forma, o leite materno humano se mostrou uma importante fonte para a
busca de novos agentes bioterapéuticos com resultados significativos em modelo de

obesidade, sendo estes uma promissora terapia adjuvante no tratamento da doenca.
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da amamentacdo e selecdo de potenciais probidtico”. Universal CNPq
01/2016 — Faixa B (até R$ 60.000,00). Processo 405073/2016-0. R$ 60.000,00.

Coordenador: Prof. Flaviano dos Santos Martins.

Projeto “Efeito probiético de bactérias isoladas do leite materno como
estratégia terapéutica em modelo de obesidade”. 001/2021 - DEMANDA
UNIVERSAL FAPEMIG. Processo APQ-00735-21. Valor: R$ 78.750,00.

Coordenador: Prof. Flaviano dos Santos Martins.
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10 ANEXO 1 - Aprovacéo da Comisséo de Etica no uso de Animais — CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

~ . CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):
Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA gue indica mudanca na situacdo de uma solicitagdo.

Protocole CEUA: 117/2019

Titulo do projeto: Selecdo de probioticos isolados do leite materno e colostro com potenciais efeitos na prevencao
de obesidade em modelo animal

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Flaviano dos Santos Martins

Unidade: Instituto de Ciencias Biclogicas

Departamento: Departamento de Microbioclogia

Situacao atual: Decisgo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 27/05/2019. Validade: 27/05/2019 & 26/05/2024
Belo Honizonte, 27/05/2019.

Atenciosamente,

Sistemna Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos. ufmg.br/solicite_ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II - 22 Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg. br/bioetica/ceua - cetea@prpg. ufmg.br
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