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RESUMO

Atualmente sabe-se que a microbiota intestinal modula fung¢des imunoldgicas e
hormonais no organismo. Além disso, influencia o funcionamento do sistema nervoso,
isso gracas a comunicacao bidirecional que ocorre no eixo intestino-cérebro. Bactérias
especificas da microbiota intestinal possuem a capacidade de produzir
neurotransmissores, como 0 acido gama-aminobutirico (GABA) o qual é o principal
neurotransmissor inibitdério do sistema nervoso central, produzido a partir da
descarboxilacdo do glutamato. Como ferramenta alternativa para estudos no contexto
de doencas psicopatolégicas ha uma crescente utilizacdo de microrganismos
probioticos em estudos relacionados ao eixo intestino-cérebro. Algumas linhagens
probiodticas como Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 e Lactococcus lactis NCDO2118
possuem a capacidade de sintetizar neurotransmissores importantes como o GABA, o
que se torna uma importante ferramenta no desenvolvimento de terapias alternativas
para o combate a psicopatologias. Nosso trabalho demonstrou que a administragao a
longo prazo de cepas probiéticas produtoras de GABA aumentou a expressao relativa
de genes relacionados a integridade da barreira epitelial, como Tjp1, Tjp2, Ocln e
Muc2. O mesmo é visto quando avaliamos os genes de citocinas ligadas a ativagao da
comunicacio do eixo /-6 e [I-18 no tecido do célon, e os indicadores da resposta
neurolégica avaliados em ambos os tecidos célon e hipocampo, como Grin2a, Grin2b,
Tdo2, Ido1, GABAA1 e GABAA2. Desta forma a administracdo de cepas probidticas
em longo prazo é capaz de modular a expressdo génica dos marcadores avaliados
neste trabalho no eixo intestino-cérebro.

Palavras chave: Probiéticos; psicobidticos; sintese de GABA, Lactobacillus
delbrueckii CNRZ327, Lactococcus lactis NCDO2118.



ABSTRACT

It is now known that the intestinal microbiota modulates immune and hormonal
functions in the body. Also, it influences the functioning of the nervous system, due to
the bidirectional communication that occurs in the gut-brain axis. Specific bacteria in
the intestinal microbiota have the ability to produce neurotransmitters, such as gamma-
aminobutyric acid (GABA) which is the main inhibitory neurotransmitter in the central
nervous system, produced from the decarboxylation of glutamate. As an alternative tool
for studies in the context of psychopathological diseases, there is an increasing use of
probiotic microorganisms in studies related to the gut-brain axis. Some probiotic strains
such as Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 and Lactococcus lactis NCDO2118 have
the ability to synthesize important neurotransmitters such as GABA, which becomes an
important tool in the development of alternative therapies to combat
psychopathologies. Our work demonstrated that the long-term administration of
probiotic GABA-producing strains increased the relative expression of genes related to
the integrity of the epithelial barrier, such as Tjp1, Tjp2, Ocln and Muc2. The same is
seen when we evaluate the cytokine genes linked to the activation of the
communication of the II-6 and II-18 axis in the colon tissue, and the neurological
response indicators evaluated in both the colon and hippocampus tissues, such as
Grin2a, Grin2b, Tdo2, Ido1, GABAA1 and GABAAZ2. Thus, long-term administration of
probiotic strains is able to modulate the gene expression of the markers evaluated in
this work on the gut-brain axis.

Keywords: Probiotics; psychobiotics; GABA synthesis, Lactobacillus delbrueckii
CNRZ327, Lactococcus lactis NCDO2118.
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1. INTRODUGAO

1.1. Barreira epitelial e resposta imune da mucosa intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) € um complexo sistema responsavel pela manutencao do
organismo (GELBERG, 2014). O TGl é constituido por varios érgaos, cada um responsavel
por funcdes especificas. A boca atua na trituracao do alimento, a lingua auxilia na trituracao
e degluticdo do bolo alimentar, o eséfago permite a passagem do bolo alimentar, o
estdmago digere este bolo alimentar, o intestino delgado é responsavel pela absorcao de
nutrientes e, por fim, o intestino grosso faz a eliminagdo dos residuos alimentares
(RODRIGUES et al., 2014).

O intestino € subdivido em intestino delgado, este compreende a por¢cdo do TGI
localizado entre o estdbmago e o ceco, possui estruturas que se projetam para o lumen,
chamadas de vilosidades, o que permite a extensao da estrutura intestinal como um todo
aumentando a capacidade de absor¢ado de nutrientes pelo 6rgao, e o intestino grosso, este
apresenta uma superficie relativamente plana o que facilita a passagem do quilo até a
eliminacdo posterior. O epitélio ndo € exatamente uma camada reta de células, ele possui
uma série de invaginagbes denominadas criptas de Lieberkin (FESSLER, MICHAEL B.;
RUDEL, LAWRENCE L.; BROWN, 2008). Morfologicamente sao formadas por um tubo oco,
composto de um lumen com didmetros variaveis e revestidos por quatro diferentes camadas:
mucosa, submucosa, muscular e serosa (GELBERG, 2014). A mucosa intestinal é
caracterizada por sua capacidade de absorver os nutrientes advindos da alimentacao e
também por ser a primeira barreira fisica ao qual impede a entrada de elementos externos
para interior da cavidade intestinal (XIAO et al., 2018).

Diversos tipos celulares sao encontrados no epitélio intestinal cada uma
desempenhando uma funcao especifica. Os enterdcitos sdo as células mais abundantes do
tecido, sdo responsaveis principalmente pela absorcdo de nutrientes e agua, além de
participarem da resposta imune da mucosa intestinal (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS,
2006). Uma das maneiras que ocorre esta modulacdo é por meio da liberacdo de
imunoglobulina A (IgA) no lumen, este anticorpo € de grande importancia na manutengao da
homeostase e protegdo do epitélio auxiliando no combate a microrganismos patogénicos
invasores (NAVARRO et al., 2016).
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Além dos enterdcitos ha a presenca das células caliciformes responsaveis pela producao
e liberagdo muco. Este muco é rico em mucina que € uma glicoproteina de alto peso
molecular, importante para a manutencdo da barreira epitelial. Este muco recobre toda a
extensdo do tecido formando uma camada que impede a adesao direta de microrganismos
na parede intestinal, além lubrificar o 6rgdo (CROSNIER; STAMATAKI; LEWIS, 20086).

Outro importante grupo de células que faz parte da composi¢ao do tecido sdo as células
de Paneth, esta por sua vez secreta fatores antimocribianos, as defensinas as quais sao
capazes de combater possiveis infeccées por microrganismos patolégicos (JOHANSSON,;
HANSSON, 2016).

A composicdo da mucosa possibilita a liberacdo de uma série de substancias e
elementos sinalizadores capazes de iniciar uma potente resposta imunologica efetiva para o
combate de microrganismos patoldgicos impedindo sua colonizacdo, o que mantém a
integridade do epitélio (ALLAIRE et al., 2018).

O estudo dos genes referentes aos componentes da barreira epitelial nos permite avaliar
sua expressao e deduzir assim a sua integridade. As proteinas Tight junctions Tjp1 e Tjp2
sao responsaveis pela adaptagao de zonas de oclusdo e jungdes aderentes, e componentes
para a montagem adequada das zonas respectivamente (LA FATA; WEBER; MOHAJERI,
2018; ZAKOSTELSKA et al., 2011). Claudina-1 também representa importante funcdo na
composicado das zonas de oclusdo, esta € uma proteina integral da membrana e um
componente das cadeias de jungcdo (ZHANG et al., 2018). A ocludina, proteina de
membrana integral que é necessaria para a regulagao induzida por citocinas de barreira de
permeabilidade paracelular de zonas de oclusdo (ZAKOSTELSKA et al., 2011), e por fim
Muc2, proteina é secretada e forma uma barreira mucosa insolluvel que protege o lumen
intestinal (MARTIN et al., 2017).

1.2. Microbiota

Além da constituicdo tecidual, temos tanto no intestino delgado quanto intestino grosso,
uma grande diversidade biolégica onde diversos microrganismos colonizam toda a sua
extensdo (SEKIROV; RUSSELL; ANTUNES, 2010Estes microrganismos, em conjunto sao
chamados de microbiota intestinal. Esta microbiota possui uma grande variedade de

microrganismos, e sdo de extrema importancia para a manutengdo da homeostase do seu
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hospedeiro. A microbiota & composta em sua maior parte, por bactérias, sendo
aproximadamente 2100 espécies de microrganismos, pertencentes principalmente aos filos
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobactéria e Proteobactéria (THURSBY; JUGE, 2017). Estas
bactérias podem ser residentes, ja que colonizam permanentemente o tecido, ou podem ser
transitérias pois nao persistem por longos periodos no hospedeiro. As bactérias transitorias
sdo comumente introduzidas por meio da ingestdo de alimentos tais como iogurte, leite
fermentado ou outro produto que contenha linhagens bacterianas vivas, contudo elas
precisam ser consumidas de forma continua (NEISH, 20086).

A microbiota possui uma grande importancia para o hospedeiro, sendo capaz de regular
a colonizacao do TGI e impedir que microrganismos patoldgicos se instalem na mucosa. Isto
se deve ao processo de exclusdo competitiva que ocorre pelo espaco, nutrientes e
receptores de adesdo. Além disso ha a producdo de diversos metabdlitos inibidores de
crescimento que modulam a produgcdo de toxinas dos  microrganismos
patolégicos.(GARRETT, 2017; NEISH, 2006). Esta microbiota também é responsavel pelo
desenvolvimento e maturacdo do sistema imune do hospedeiro (NEUTRA et al., 1999).
Exemplos desta interacdo sdo o desenvolvimento dos tecidos linfoides e a ativagdo das
células T na mucosa intestinal, ha uma intrinseca relacado entre a liberacdo de metabdlitos
como os acidos graxos de cadeia curta e a regulagdo das vias de ativagdo de células T.
(HOOPER; MACPHERSON, 2010).

Importantes cepas constituinte da microbiota como Bacteroides fragilis, e bactérias
pertencentes as Firmicutes sdo capazes de induzir a diferenciacio de linfocitos e contribuir
para que seja desenvolvida a tolerancia de microrganismos intestinais a partir da produgao
de citocinas (ATARASHI et al., 2011).

Ao avaliar a participagdo da microbiota no desenvolvimento e maturagdo do sistema
imune, torna-se possivel investigar como ocorre a modulacdo e a comunicacao entre o TGl
e o0 SNC. Estudos apontam que o sistema imunolégico € um caminho de comunicacao
chave entre estes sistemas. Diversos componentes do sistema imune, por exemplo citocinas
pré-inflamatérias sdo capazes de regular e ativar neurotransmissores e células no epitélio

intestinal, que instigam a interacdo ente ambos os sistemas. (DINAN; CRYAN, 2017).

1.3. Comunicagao entre o Trato Gastrointestinal e o Sistema Nervoso Central
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O eixo intestino-cérebro € uma complexa rede de comunicag¢ido neuro-humoral que atua
na manutencdo e homeostase metabdlica do organismo. E composto pelo sistema nervoso
entérico e central, além do sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico, sistemas
neuroenddcrinos, imunoldgicos e a microbiota (BLISS; WHITESIDE, 2018). A maior parte do
processo de sinalizacdo e comunicacdo entre o ENS e SNC ocorre pela liberacdo de
horménios por células enteroendécrinas, estas sado localizadas em toda a extensdo do
epitélio do TGI (XIAO et al., 2018). A mucosa intestinal possui densa inervagao e tem origem
nos nervos vagal e esplénico. As fibras vagais tem um amplo papel na comunicacao do eixo,
visto que se estendem até a lamina préopria terminando na membrana basolateral das
células enteroenddcrinas, aqui expressa receptores para diversos horménios intestinais
(BLISS; WHITESIDE, 2018).

O nervo vago é responsavel pela transmissao de informacgdes do TGI para o SNC, isto
acontece por vias parassimpaticas. Este contem vias sensoriais e motoras e é responsavel
pela inervacdo de todo o TGI, exceto pela porcao distal do colon reto e esfincter anal.
Ademais o cortex superior é capaz de influenciar o nervo vago modulando os nucleos pelo
préprio tronco cerebral ativando assim a resposta do nucleo do trato solitario que transmite a
informacgao para as regides cerebrais superiores (MUKHTAR; NAWAZ; ABID, 2019).

O eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) € um dos principais mecanismos do sistema
neuroenddcrino, este controla reagdes ao estresse e regula diversos processos corporais,
tais como digestao e sistema imune (RASKOV et al., 2016). A comunicagado neuroendocrina
permite que o cérebro e a microbiota controlem a atividade de células intestinais, os sinais
entre o sistema acontecem majoritariamente por meio de transdutoras de sinais como
células enterocromafins e células dendriticas segregando assim diversas substancias
transmissoras como por exemplo o 5-HT e o hormdnio liberador de -corticotropina
(CARABOTTI et al., 2015). Os sinais sdo transmitidos do SNC por meio de transmissores
neuroenddcrinos secretados no lumen, por neurbnios células imunes e enterocromafins,
podendo assim modular o comportamento da microbiota (RASKOV et al.,, 2016). A
microbiota € capaz de se comunicar diretamente com as células epiteliais do intestino por
meio de sinalizacbes através peptideos e monoaminas neurotransmissoras ou hormonais,
para isto ha a necessidade da presenca de diversos neurotransmissores como 5-HT,
dopamina e o fator de liberacao de corticotropina (HOLZER; FARZI, 2014).

Uma forma com que a microbiota se comunica com o SNC é por meio dos receptores

tool-like (TLR), a sinalizacdo das vias de NF-kappap resulta na producao de citocinas pré-
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inflamatérias que participam da homeostase do epitélio intestinal e sdo capazes de proteger
da lesao epitelial (ANITHA et al., 2012).

O aumento da circulacao de citocinas proé-inflamatérias como /-6 e /I-18 pode provocar a
ativacdo do eixo HPA, doengas inflamatérias diretamente conectadas ao intestino como a
Colite Ulcerativa ou doenca de Crohn podem, portanto desencadear um processo de
comunicacao direta entre o intestino e o cérebro (DINAN; CRYAN, 2017; RUSSO et al.,,
2017).

1.3.1. GABA principal neurotransmissor inibitorio do sistema

nervoso.

O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do cérebro, é sintetizado por acido I-
glutamico sob a catalisagcdo do acido glutamico decarboxilase, € um potencial alvo
terapéutico de diversas drogas para tratamentos de psicopatologias, incluindo
benzodiazepinicos (MODY et al., 1994). Diversas funcdes sao atribuidas ao GABA como por
exemplo a manutencdo e regulagdo do comportamento agressivo, pressao arterial e
frequéncia cardiaca, além de atuar na percepcao da dor (CRYAN; KAUPMANN, 2005).

A atividade inibitéria no sistema nervoso do GABA pode influenciar diretamente no
comportamento do individuo, estudos sobre depressao e ansiedade mostram que a elevada
producdo do neurotransmissor e de seus receptores é capaz de reduzir e controlar o quadro
de ansiedade e depressdo, portanto, diversas drogas atuam diretamente nas vias de
ativacdo dos receptores de GABA, (BAK; SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 2006;
PETROFF, 2002).

A funcionalidade e atividade do GABA no organismo é mediada por meio de seus
receptores, GABAAc € GABAg cada um com suas respectivas subunidades sdo capazes de
modular a maioria das interagbes sinapticas inibitorias rapidas no cérebro. Os receptores
GABA, sdo ativados pelo neurotransmissor devido a alta concentracdo de CI intracelular
nos neurdnios entéricos (WHITTINGTON; TRAUB; JEFFERYS, 1995).

Atualmente o GABA pode ser obtido por vias sintéticas por uso de medicacdo, mas
diversos estudos mostram que a microbiota € capaz de sintetizar e estimular a circulacao de
GABA no organismos, porém ainda ha certa caréncia de estudos sobre a possibilidade de

haver transito do aminoacido da mucosa intestinal para o encéfalo (DINAN; CRYAN, 2017).
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1.4.Probiodticos

1.41 Historia da Arte

Durante toda a histéria ha a busca por ferramentas € mecanismos capazes de
proporcionar beneficios e melhorias a qualidade de vida, isso nos leva ao inicio do século 20
quando deu inicio aos estudos dos beneficios a saude proporcionados por microrganismos
vivos. Elie Metchinikoff, bidlogo, microbiologista, russo foi o primeiro cientista a propor esta
ideia, em 1908 (SCHOSTER; WEESE; GUARDABASSI, 2014). Metchnikoff observou uma
curiosa situacdo onde bactérias presentes no leite produziam elementos capazes de inibir o
crescimento de microrganismos patolégicos (MACKOWIAK, 2013). Mais tarde, na década de
30, Minoru Shirota isolou e identificou uma cepa de género Lactobacillus que possuia a
capacidade de sobreviver a passagem pelos ambientes hostis do TGI. Esta linhagem é
conhecida hoje como Lactobacillus casei Shirota, sendo encontrada na bebida fermentada
chamada de “Yakult” (BROWN et al., 2005; SIEZEN; WILSON, 2010). Entre o fim da década
de 1930 e o fim da década de 1950 a pesquisa nesta area perdeu o seu ritmo
provavelmente devido aos conflitos de guerra que o mundo enfrentava. O interesse no
estudo da microflora intestinal humana voltou a ganhar notoriedade no final da década de
1950 e inicio dos anos 60 com a introducdo do conceito de probiético (OZEN; DINLEYICI,
2015; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

A palavra “probiético” deriva do grego significando “pré-vida”, a primeira mencao a este
nome foi em 1965, apds Lilly e Stillwell, relacionaram a sobrevivéncia de determinados
microrganismos com o efeito benéfico de seus produtos (LILLY; STILLWELL, 1965).
Atualmente, de acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os probiédticos sido definidos como:
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro” (HILL et al., 2014 FAO/WHO, 2002).
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1.4.2. Mecanismos de acao dos Probioticos

Para que os microrganismos probioéticos exergcam o seu potencial de agédo é necessario
que eles cheguem vivos ao local em que irdo atuar, entretanto eles se deparam com uma
diversidade de ambientes hostis que sido maléficos para a sua manutencdo, o que

pode reduzir sua viabilidade (PAPADIMITRIOU et al., 2015).

Microrganismos probiéticos possuem inumeras fungbes para o0 organismo do
hospedeiro, sua principal vantagem é a capacidade de modulacido da microbiota na qual
pode interagir e se associar a barreira epitelial de forma a beneficiar o organismo colonizado
(OELSCHLAEGER, 2010). Microrganismos previamente classificados como probibticos
possuem também a capacidade de induzir a producéo de vitaminas no organismo, modular
a microbiota patogénica, prevenir intoxicagcdo alimentar, melhoria na digestdo, combate a
candidiases além de também prevenir carie dentaria (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Atualmente a gama de beneficios proporcionados pelos probiéticos gira em torno de
quatro mecanismos de acdo (1) Producdo de substancias antimicrobianas; (2)
Imunomodulacao; (3) Exclusdo competitiva; (4) Inibicado da producao de toxinas bacterianas
(BRANDAO et al., 1998; TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2004).

1.4.2.1. Producao de substancias antimicrobianas

Estudos mostram que a colonizagdo da mucosa intestinal por microrganismos
probidticos apresentam a inibicdo da replicacao de patégenos por meio da produgédo de
bacteriocinas e outras substancias de baixo peso molecular, tais como acidos graxos de
cadeia curta e acido lactico (MAQUEDA et al., 2008), ademais ha também a capacidade da
producdo de antibiéticos por meio destes microrganismos como por exemplo a reuterina que
€ um antibidtico de amplo espectro capaz de combater desde a bactérias até leveduras e
protozoarios (CLEUSIX et al., 2008).

Outra substancia produzida pelos probiéticos sdo os acidos biliais desconjugados, estes

sdo potentes agentes antimicrobianos e apresentam uma atividade mais elevada quando
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secretados pelos probidticos do que os sais biliais sintetizados pelo organismo hospedeiro
(OELSCHLAEGER, 2010).

1.4.2.2. Modulagao do sistema imune

Estes microrganismos também sio capazes de modular o sistema imunolégico do
hospedeiro, atuando na ativacao de células imunes como neutréfilos e eosinéfilos, aumento
da producdo de anticorpos proliferacido de células T e producido de citocinas (RABAH;
ROSA DO CARMO; JAN, 2017).

A influéncia exercida pelos probiéticos no sistema imunolégico pode acontecer de
diversas formas, e tanto microrganismos vivos quanto componentes destes podem induzir
resposta, como componentes da parede celular, material genético e metabdlitos
(OELSCHLAEGER, 2010).

De forma geral os probiéticos sao capazes de aprimorar respostas imunes inatas com a
producdo de /-12 por apresentadores de antigenos e subsequente ativacdo de células
natural killer hospedeiras além da promocao de respostas celulares tipo | (ASHRAF; SHAH,
2014). Os probioticos podem também modular a resposta imune adquirida por meio da
secrecdo de IgA, ativagdo de linfocitos B e células T (PIQUE; BERLANGA; MINANA-
GALBIS, 2019).

As bactérias probiéticas também sao capazes de modular a resposta anti-inflamatoéria do
hospedeiro. Diferentes efeitos podem ser desencadeados, como a expansio da resposta t-
regulatéria, aprimoramento da fungdo da barreira epitelial no intestino, atenuacdo da

disfuncao causada por citocinas proé-inflamatérias (DONATO et al., 2010).

1.4.2.3. Exclusao competitiva

Os componentes da microbiota conectam em locais receptores especificos ha mucosa
intestinal, da mesma forma é feito por microrganismos patolégicos, algumas cepas
competem mais ativamente pelos locais receptores, resultando na exclusao de organismos
patogénicos, isto se da pela reducido de pH luminal, concorréncia por fontes nutricionais e
producao de substancias semelhantes a bacteriocinas (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

Diversos metabdlitos produzidos por cepas probidticas possuem a capacidade de
impedir a colonizacdo de microrganismos patolégicos. Acidos organicos, bacteriocinas,
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peroxido de hidrogénio, aminas, entre outras, foram relatados em interagbes capazes de

regular a proliferagdo de microrganismos selecionados (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

1.4.3. Microrganismos Probiéticos na Modulagcao do eixo

Intestino-Cérebro

Muitos estudos demonstram que as bactérias probibticas sdo capazes de produzir

substancias neuroativas, as quais exercem influéncia sobre o eixo cérebro intestino, dentre
elas as BLs como alguns membros de Lactobacillus e de Lactococcus. O GABA é um
neurotransmissor inibitério do SNC, e sua disfuncdo acarreta sintomas de ansiedade e
depressao (Barrett et al., 2012). Bravo e colaboradores (2011) sugerem que Lactobacillus
JB1 foi capaz de aumentar a expressao relativa do mRNA dos receptores de GABA Aa1 e
GABA Aa2 o que permite afirmar que esta linhagem possui a capacidade de modular o
sistema GABAérgico e consequentemente reduzir e controlar os efeitos do estresse em
modelo murino.
Em 2013, Foster e Mcvey observaram que animais tratados com a linhagem probiotica
Lactobacillus rhamnosus tiveram uma melhora no quadro depressivo, e também alteraram a
expressao de receptores de GABA em regides do SNC relacionadas ao estresse (FOSTER
et al., 2013). Além disso, alguns estudos mostraram que a ingestao linhagens especifcas de
BL’s poderiam nao apenas modular o comportamento emocional como também a cognigéao
(Sullivan et al., 2009, Bravo et al., 2011, Davari et al., 2013).

Ao estudar o eixo cérebro-intestino, torna-se necessario a avaliacdo de alguns
genes, como as subunidades do receptor NMDA (Grin2a e Grin2b) que desempenha papel
na plasticidade das sinapses e medeiam um componente lento permeavel ao calcio da
transmissao sinaptica excitatéria no sistema nervoso central (YAWALKAR; CHANGOTRA;
GUPTA, 2018). Também ¢é necessaria a avaliacdo dos genes ligados as vias de sintese de
neurotransmissores como a via das catecolaminas que ocorre pela catalise do triptofano
através de Th, Tdo2 e Ido1, estes sao responsaveis pela fase inicial da via da quinurenina,
que posteriormente da origem aos neurotransmissores da classe das catecolaminas como a
dopamina, epinefrina e norepinefrina (CAMARILLO et al., 2020; MUKHERJEE et al., 2019).
A serotonina também representa importancia no estudo do eixo, esta atua na regulagéao do
humor, apetite atividade motora, sono e fungdes cognitivas, sua sintese é feita através do

triptofano e se inicia pela Triptofano hidroxilase 1 (Thp1) (MAO et al., 2019). Por fim a
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analise dos receptores GABA, subunidades a1 e a2 estes sdo canais de cloreto
dependentes de ligantes (AUTERI; Z1ZZO; SERIO, 2015).

Diante do exposto, este trabalho, propde um estudo em modelo murino para a avaliacao
da modulagéo da administragéo a longo prazo de cepas probiéticas nos genes relacionados

ao eixo intestino-cérebro.



27

2. JUSTIFICATIVA

Atualmente ha um crescimento significativo de transtornos neurolégicos na populacio
mundial desde a depressao até doencgas significativamente degradantes. Os probiéticos vém
sendo amplamente estudados com o objetivo de obter um tratamento adjuvante para ser
usado as terapias convencionais em diversas doengas, como quadros psicopatolégicos,
através da producdo de metabdlitos. Considerando essas informacdes, este trabalho,
propde um estudo em modelo murino, visando avaliar a capacidade de probidticos de
atuarem na modulagao do eixo intestino-cérebro e abrir precedentes para a investigagao de

como estas linhagens podem auxiliar no combate a transtornos neurolégicos significativos.



28

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito terapéutico de linhagens probidticas no eixo intestino cérebro em

camundongos saudaveis.

3.2. Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)

Quantificar a producdo de GABA através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia entre 9 linhagens probiéticas, Lactobacillus casei BL23, L. paracasei
LVdg, L. plantarum ABX4.1, L. rhamnosus H1, L. paracasei ST11, L. plantarum
B7, L. rhamnosus D1, L. delbruekii CNRZ 327, Lactococcus lactis NCDO2118,
Propionibacterium freudenreichii 129 e determinar quais possuem maior
producdo de GABA.

Avaliar os efeitos da administragdo das cepas com maior produgcdo de GABA em
modelo murino.

Avaliar a expressao relativa do mRNA, por gPCR de: Th, Ido1, Tdo2, Dat1,
Grin2A, Grin2B, GABAAa1 e GABAAa2, no hipocampo dos animais que
consumiram as cepas com maior producao de GABA

Avaliar a expressao a expressao relativa dos genes Tjp1, Tjp2, Cld1, Ocln, II-10,
1B, 1I-6, Tph1, Ido1, Tdo2, GABAAa1 e GABAAa2 em amostras do célon dos
animais que consumiram as cepas com maior producao de GABA, por meio da
técnica de PCR quantitativo (RT-PCR);
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Triagem de linhagens probidticas para a producido de acido gama-
aminobutirico (GABA)

4.1.1. Linhagens Bacterianas

As linhagens bacterianas Lactobacillus casei BL23, L. paracasei LVdg, L. plantarum
ABX4.1, L. rhamnosus H1, L. paracasei ST11, L. plantarum B7, L. rhamnosus D1, L.
delbruekii CNRZ 327, Lactococcus lactis NCDO2118, Propionibacterium freudenreichii 129
foram cedidas pelo Prof. Doutor Vasco Azevedo LGCM/UFMG, pelo Dr. Gwénaél Jan
STLO/INRA e pelo Dr. Leonardo Acurcio UFMG.

4.1.1.1. Condigoes de cultivo

As linhagens de Lactobacillus ssp. foram cultivadas em caldo de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) por 24 horas a 37°C, a Lactococcus ssp. em M-17 suplementado com Glicose (0,5 %
p/v) por 24 horas a 30°C e a Propionibacterium ssp. em Yeast Extract sodium Lactate (YEL)
por 48 horas a temperatura de 30°C. Para a avaliar a producao de GABA e para o ensaio in
vivo, foi realizado o protocolo de cultivo de acordo com Dhakal e colaboradores (2012) com
a adicdo de 1% de glutamato — L de sédio monohidratado e 1,25% de D — glucose no meio
de cultura. As linhagens foram cultivadas de acordo suas condicdes de cultivo até a fase
estacionaria. O meio de cultura com glutamato foi autoclavado a 120°C por 15 minutos. Para
a adicao de 1,25% de glicose, foi filtrada em filtro 0,22um uma solucio de glicose 50%, e

entio adicionada somente no momento do indculo.

4.1.2. Extracao de GABA e Glutamato

Para a extracdo de GABA utilizamos o protocolo de Kanwal e Incharoensakdi, 2016, com
modificagdes. Para tanto, 2,0 ml da cultura foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos,
temperatura ambiente. Foi coletado 200uL do sobrenadante e ressuspendido em 1,8mL de

metanol, esta mistura foi incubada por 16 horas a temperatura ambiente e entdo
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homegeneizada em vortex por 2 minutos. A amostra foi centrifugada a 10.000xg por 10
minutos a 4°C e entéo a fase organica foi seca em concentrador a vacuo (Speed Vac) por 2
horas a 45°C. A fase organica foi ressuspendida em 200 uL de agua ultrapura e 50uL de
cloroférmio, e entdo centrifugada a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. A fase superior foi
coletada e diluida em HCI para a concentracdo final de 0,1M, e entdo filtrada em filtro
Millipore de 0,45um e armazenada a -80°C até o momento da dosagem por HPLC.

4.1.2.1. Dosagem de GABA e Glutamato por Cromatografia Liquida de
Alta Performance (High performance liquid chromatography — HPLC)

A dosagem de GABA foi feita de acordo com Freitas-Silva e colaboradores (2009). A
derivatizacao pré-coluna foi realizada conforme descrito previamente por Mengerink e cols.
(2002) e Kutlan & Molnar-Perl (2003). A reacao de derivatizacao foi feita misturando-se 20
ML de amostra, 4 UL de de ortoftaldeido (OPA) metandlico (5 mg/mL) preparado no dia do
ensaio, 15 uL de tampao borato (pH 9,9) e 1 uL de acido 3-mercaptopropidnico (MPA). A
solucao resultante foi levemente agitada e injetada no sistema cromatografico apdés um
minuto, a temperatura ambiente. A fase mével isocratica consistiu de uma solucao 0,05 M de
acetato de sédio, tetrahidrofurano e metanol (50:1:49 v/v), pH 4,0. O sistema utilizado foi o
cromatégrafo Shimadzu (LC10AD, Tokyo, Japan) com valvula injetora de 20 yL (Rheodyne
7725-1, California, USA) e detector fluorescente (FLD - Shimadzu spectrofluorometric
detector RF-551, Tokyo, Japan) acoplado a uma bomba LC-10. Os comprimentos de onda
de excitacdo e emissao utilizados foram de 337 e 454 nm, respectivamente. Uma coluna
cromatografica analitica de fase reversa C18 (150 mmx4,6 mm, ID) e pré-coluna (RT 250-4
E. Merck, Darmstadt E.R., Germany) foram utilizadas nas analises. Glutamato e GABA
foram eluidos em um tempo inferior a 9 minutos e as concentragdes desses
neurotransmissores nas amostras de meio de cultura foram calculadas de acordo com a
média das areas dos picos e respectivas curvas padroes. No caso deste experimento aqui
descrito, o tempo de retencdo do pico de GABA foi de 5,4 minutos e do glutamato de 1,9
minutos. Um integrador (Shimadzu C-R7Ae plus) contendo um programa de analise de
dados acoplado ao sistema cromatografico forneceu a area dos picos dos cromatogramas a

partir da intensidade de fluorescéncia.
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4.2. Animais

Para este trabalho foram utilizadas fémeas de camundongos (Mus musculus) C57
black/6, com idade inicial de 4 semanas. Os animais foram submetidos por periodo de
ambientacdo de quatro semanas no biotério de experimentacdo do departamento de
Genética Ecologia e Evolugdo (GEE) do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da
Universidade Federal de minas Gerais (UFMG) com inicio do protocolo de experimentacao
na oitava semana de vida. O biotério do GEE possui todos os parametros de seguranca e
conforto para os animais previsto pelo Comissdo de Etica na Utilizagcdo de Animais, tais
como controle de luminosidade com ciclo claro-escuro de 12 horas, presenca de Rack
ventilada e controle de temperatura. Durante todo o periodo experimental os animais tiveram

acesso ad libitum a agua e racgao.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
UFMG, protocolo de pesquisa n° (363/2018).

4.2.1. Delineamento Experimental

Os animais foram acondicionados em microisoladores durante todo o periodo do
experimento. Os camundongos foram distribuidos de forma aleatéria em 5 grupos

experimentais os quais sao identificados na tabela X.

Diariamente foram administrados os tratamentos por continuous feeding, recebendo
doses de 40 mL/dia de acordo com o tratamento direcionado a cada grupo durante vinte e

um dias.

Houve coleta de fezes destes animais com intervalo de sete dias contando a partir do

dia zero, contabilizando um total de quatro coletas para analise de microbioma.

Ao fim dos vinte e um dias de tratamento os animais foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical, seguido de dissecgao do cérebro, este por sua vez foi acondicionado
em tubo de centrifugacdo de 15 mL contendo 2,5 mL de RNA later (Thermo Fisher
Scientific), posteriormente por meio de incisdo abdominal foi realizada a coleta do célon,
este foi dividido em duas partes, a proximal foi alocada em microtubo de centrifugacao
contendo 0,2 mL de RNA later (Thermo Fisher Scientific), para a realizagdo de ensaio de
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PCR em tempo real e a regido distal também alocada em microtubo foi submergida em
Nitrogénio Liquido (NL,) para analise proteémica. Do célon realizamos a quarta coleta de
fezes do microbioma. Todas as amostras obtidas durante a eutanasia foram armazenadas

em freezer -80° para posterior analise.

Tabela 1: Identificacdo dos grupos experimentais de acordo com o tratamento administrado

Grupos Tratamentos

1 - Naive H,O

Meio de cultura classico
2-M17 para crescimento de
Lactococcu spp.

Meio de cultura classico

3 -MRS para crescimento de
Lactobacillus spp.
Cultura de Lactococcus
4 - NCDO 2118

lactis NCDO 2118 em M17

Cultura de Lactobacillus
delbruekii 327 em MRS

< 0"““
<&
\"b

5 - L. delbruekii 327

>
1
@ rb(\fb
P &
\c'}-o Disponibilizagdo dos respectivos tratamentos
&
o
= o
8 5
3] ] ]
all Continuous feeding =
Coletade A B Coleta de
b Y
fezes O QR fezes
Coleta de Coletade

fezes fezes
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Figura 1: Delineamento Experimental

4.3. Parametros avaliados

4.3.1 Evolugao do peso dos animais

Os animais foram pesados diariamente ao longo de todo o periodo experimental (21
dias), para tal foi utilizada balanca semi-analitica.

4.3.2. PCR em Tempo Real

4.3.2.1. Extracao e Tratamento de RNA Total do Hipocampo

Apods a eutandasia no vigésimo primeiro dia, as amostras de cérebro (Hipocampo) e
as amostras do colon foram isoladas e armazenadas em freezer -80°C.

Apos isolar a sec¢do do hipocampo, o RNA total foi obtido utilizando o Mini-kit RNA

Purelink (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific) de acordo com as orientacdes do fabricante.

A integridade e quantificacao foram feitas respectivamente por meio de eletroforese
em gel de agarose 1% (p/v) em corrida a 70 V por 50 minutos, e analise espectrofotométrica
em nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos), onde foram consideradas

as razdes de absorbancia 280/260 e 260/230 nm, para determinar a pureza das amostras.

As amostras obtidas da extracdo foram tratadas com DNAsel (Invitrogen, Carlsbade,
United States) e posteriormente foram submetidas a transcrigdo reversa utilizando o High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. (Applied Biosystems, Foster City, United States),
seguindo as orientacdes do fabricante.

4.3.2.2. Extracao e Tratamento de RNA Total do Célon

O Colon foi submetido ao processo de extracdo de RNA utilizando Trizol, para tal foi
coletado de cada, uma porgao de cerca de 3 mm e colocada em microtubo de centrifugacao
com 0,25 mL (p/v) de Trizol (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific), estas foram com o
auxilio de homogeneizador de tecidos (ULTRA TURRAX IKA T25 Digital) trituradas e

incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente, seguido da adicdo de 100 ul de
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Cloroférmio (Sigma-Aldrich), as amostras foram levadas ao vértex para homogeneizagao e
centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4° C, neste ponto realizamos a coleta da fase
aquosa superior em um novo tubo e adicionamos para a precipitacdo do RNA 250 ul de

alcool isopropilico e as amostras foram centrifugadas a 12000 xg a 4°C por 10 minutos.

Apods a precipitacdo do RNA, o sobrenadante foi descartado e adicionamos 500 ul de
alcool etilico a 70% (v/v) e centrifugamos por mais 10 minutos a 12000 xg a 4°C,
descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o pellet final em 50 ul de agua livre de
RNAse.

A integridade e quantificagdo foram feitas respectivamente por meio de eletroforese
em gel de agarose 1% (p/v) em corrida a 70 V por 50 minutos, e analise espectrofotométrica
em nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos), onde foram consideradas
as razdes de absorbancia 280/260 e 260/230 nm.

As amostras obtidas da extracdo foram tratadas com DNAsel 1 U(lnvitrogen,
Carlsbade, United States) e posteriormente submetidas a transcricio reversa utilizando o
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. (Applied Biosystems, Foster City, United

States), seguindo as orientagdes do fabricante.

4.3.2.3 Analise da Expressdo Relativa por PCR em Tempo Real

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas utilizando o SYBR Green Real-
Time PCR Master Mix (Ambion — Thermo Fisher Scientific) e primers gene-especificos para
Ido1 Donley et al., (2016), Tdo2 Cicco, (2019), Grin2a, Th Jeong et al., (2016), Grin2b Wei et
al., (2016), Gabaa1, Gabaa2 Bravo et al., (2011), Zo2 Lee et al., (2017), Muc2 WIlodarska et
al., (2011), Zo1, Cld1 Tokumasu et al., (2016), OcIn Hu et al., (2016), /I-10 Patial et al.,
(2016), 1I-6, II-1B8 Giulietti et al., (2001), Thp1 Hata et al., (2017). As reagdes foram
referenciadas por meio dos genes Housekeeping -actin e GAPDH descritos por Giulietti et
al. (2001). Os resultados sao mostrados graficamente como alteragcdées na expressao génica,
usando as médias e desvios padrao da quantidade de expressao de citocinas alvo (2 -

AACt) de acordo com Hellemans, Mortier, De Paepe, Speleman e Vandesompele (2007).

As reacdes foram otimizadas de acordo e adaptado com o trabalho de Cicco (2019)
descritas nas tabelas 2, 3 e 4, os resultados obtidos dos grupos experimentais foram
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estudados em comparativo com o grupo Naive, o qual ndo recebeu qualquer tipo de

tratamento.

Tabela 2: Primers e condicdo de amplificacdo genes Housekeeping.

Qtd.
Conc.|cDNA
Molécula Simbolo| Primer Sequéncia (5' - 3') (nM) | (ng) |Referéncia
, _ |b-actinF| AGAGGGAAATCGTGCGTGAC Giulietti et
» Actin, beta b-actin - 250 |20.00
5 b-actinR| CAATAGTGATGACCTGGCCGT al., 2001
£ [Glyceraldenyde- GapdhF| TCACCACCATGGAGAAGGC Giulietti et
o 3-phosphate | Gapdh 250 (20.00| 7" 5501
dehydrogenase GapdhR| GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA al,, 200




Tabela 3: Primers e condicdo de amplificacdo das amostras do Hipocampo.

36

Qtd.
Conc.| cDNA
Molécula Simbolo| Primer Sequéncia (5' - 3') (nM) | (ng) |Referéncia
ThF AGTGCCAGAGAGGACAAGGT
Tyrosine hydroxylase | Th 250 | 200 :f°gg1e€f
ThR GTCCAGGTCAGGGTCAAACT h
Indol ne 23 Ido1F |CCTTCTGGGAATAAAACACGAGG Donley et
ndoleamine 2,3- onley e
dioxygenase 1 Ido1 250 | 20.00 al., 2016
Ido1R | CTAAGAAGAAAAGGAAGTTCCG
Trvotophan 2.3 Tdo2F | TGGCAATTACTTGCAGTTGGA ci
ryptophan 2,3- ICCo,
dioxygenase Tdo2 250 200 2019
Tdo2R | GTGCTCGTCATGGATTTTGTTC
g Glutamate receptor, Grin2aF | GGGATGACCAACGCTTAGTT Jeong et
E ionotropic, NMDA2A | Grin2a 250 | 20.00 al 281 6
o (epsilon 1) Grin2aR | CCTCAAGGATGACCGAAGAT K
Glutamate receptor’ Gl’ln2bF CACCTTCATCTGTGAACATCTC We| et a|
ionotropic, NMDA2B | Grin2b 250 | 20.00 2016 v
(epsilon 2) Grin2bR | TATAGCTACTCCGTGGATACAG
GABAA1F| AAAAGCGTGGTTCCAGAAAA
GABA receptor Aal |GABAAT 250 | 20.00 aBIra‘égﬂ
GABAA2R| GCTGGTTGCTGTAGGAGCAT b
GABAA2F| GCTACGCTTACACAACCTCAGA
GABA receptor A a2 |GABAA2 250 | 2000 | B0t
GABAA2R| GACTGGCCCAGCAAATCATACT B
Tabela 4: Primers e condicdo de amplificacdo das amostras do Cdélon
Conc.
Molécula Simbolo| Primer Sequéncia (5' - 3) (nM) | Qtd. cDNA (ng) Referéncia
Cld1F CTGGAAGATGATGAGGTGCAGAAGA
2 Claudin 1 Cid1 250 20.00 Tokurasy etal,
£ Cld1R CCACTAATGTCGCCAGACCTGAA
o Occludin Ocl/ OclF CAGCCTTCTGCTTCATCG 250 20.00 Hu et al., 2016
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OciR GTCGGGTTCACTCCCATTA
Tight junction Ti Tip1F GACCTTGAGCAGCCGTCATA Tokumasu et al.,
tein 1 Jp1 - 250 20.00 2016
pro Tjp1R CCGTAGGCGATGGTCATAGTT
Tjp2F | GGAGACCAGATTCTGAAGGTGAACACAC
Tight junction .
protein 2 Tip2 250 20.00 Lee et al., 2017
Tjp2R |ACCTTTGGGGATTTCTAGCAGGTAGAGGAC
Muc2F GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG
Mucin 2 Muc2 250 20.00 W'°d32rg'f1‘ etal,
Muc2R GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC
I11bF CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG
Interleukin 1 beta 11b 250 200 Giulietti et al., 2001
I1bR GATCCACACTCTCCAGCTGCA
Il6F GAGGATACCACTCCCAACAGACC
Interleukin 6 16 250 200 Giulietti et al., 2001
II6R AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
I110F GCTCTTACTGACTGGCATGAG
Interleukin 10 1110 250 200 Patial et al., 2016
IM0R CGCAGCTCTAGGAGCATGTG
Tph1F ACTGCGACATCAGCCGAGAA
hT;yp‘OFha“ 4 | Ten 250 20.00 Hata et al., 2017
ydroxylase Tph1R CGCAGAAGTCCAGGTCAGAAATC
Tryptophan 23+ | - Tdo2F TGGCAATTACTTGCAGTTGGA 250 200 Cioco. 2018
dioxygenase 0 ieco,
Tdo2R GTGCTCGTCATGGATTTTGTTC
' Ido1F CCTTCTGGGAATAAAACACGAGG
":j‘?""eam'"e 2*13' Ido1 250 20.00 Donley et al., 2016
ioxygenase 1do1R CTAAGAAGAAAAGGAAGTTCCG
GABAA1F AAAAGCGTGGTTCCAGAAAA
GABA rgﬁeptmp‘ GABAAT 250 200 Bravo et al., 2011
GABAA2R GCTGGTTGCTGTAGGAGCAT
GABAA2F GCTACGCTTACACAACCTCAGA
GABA rggep‘mA GABAA2 250 200 Bravo et al., 2011
GABAA2R GACTGGCCCAGCAAATCATACT

4.4. Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média +

desvio padrdao. Os dados
paramétricos foram analisados usando ONE-WAY ANOVA seguida pelo pds-teste de
Tukey ou Sidak. Graficos e analises estatisticas foram realizados no GraphPad Prism
versdao 8.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). Os
asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre as cepas e foram
indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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5. RESULTADOS

5.1. Dosagem de GABA

A tabela 5 mostra as concentragcdes em ug/uL de GABA e Glutamato. Apods
comparacao dos resultados foi observado que as linhagens que produzem maior
quantidade de GABA quando inoculadas em meio de cultura classico suplementados
com 1% de glutamato e 1,25% de glicose, foram a Lactococcus lactis NCDO 2118 que
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produziu 0,4203 mg/mL e a Lactobacillus delbrueckii CNRZ 327 que produziu 0,3925
mg/mL. Das 10 linhagens testadas somente a Lactobacillus plantarum ABX4.1 e a
Lactobacillus rhamnosus H1 nao produzem GABA. Sendo assim, selecionamos duas
linhagens para trabalhar, a L. lactis NCDO 2118 e L. delbrueckii CNRZ 327.

Tabela 5: Concentragdo de GABA e Glutamato em ug/uL.

Concentragdo de GABA e glutamato (mg/mL)
Linhagens GABA Glutamato
Lactobacillus plantarum ABX4.1 0,0000 16,3803
Lactobacillus rhamnosus H1 0,0000 18,1195
Lactobacillus paracasei LVdg 0,0362 10,1578
Lactobacillus casei BL23 0,0174 19,6308
Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 0,3925 16,6241
Lactobacillus plantarum B7 0,0785 23,1799
Lactobacillus rhamnosus D1 0,0884 15,1329
Lactobacillus paracasei ST11 0,0970 18,5846
Propionibacterium freudenreichii 129 0,0421 19,6985
Lactococcus lactis NCDO2118 0,4203 13,5109

5.2. Avaliacao da Variacao de Peso

Durante o periodo experimental, diariamente os animais foram pesados conforme pode
ser visualizado nas figuras 2 e 3. Os animais tratados com as duas linhagens probiéticas
tiveram uma variacao positiva de aproximadamente 10% quando se comparado o inicio e
fim do periodo experimental, a progressao diaria do peso dos animais em ambos os grupos
tratados com as cepas probidticas se manteve linear ao longo de todo o periodo

experimental. Os animais que receberam como tratamento apenas o meio de cultura tiveram
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reducao de aproximadamente 5% do peso em relagdo ao primeiro dia de tratamento, mas a
progressao do peso se manteve linear ao longo de todo o periodo experimental.
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Figura 2: Grafico de variacdo de peso durante o periodo experimental de camundongos saudaveis tratados com meio

MRS, Cultura de Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 a1*10® UFC/mL e agua (Naive). a) Variagdo de peso continua
durante 21 dias, O teste two-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparacdes
entre os grupos (n= 4-8). b) Porcentagem de variagcdo do peso do ultimo dia de tratamento com o primeiro dia, O teste
one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparagées entre os grupos (n= 4-8).

120 Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e foram indicados da seguinte
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Figura 3: Grafico de variacdo de peso durante o periodo experimental de camundongos saudaveis tratados com meio M17,
Cultura de Lactococcus lactis NCDO2118 a1*108 UFC/mL e agua (Naive). a) Variagdo de peso continua durante 21 dias, O
teste two-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparagées entre os grupos (n= 4-
8). b) Porcentagem de variagédo do peso do ultimo dia de tratamento com o primeiro dia, O teste one-way ANOVA, seguido
de pos-teste de Tukey foram usados para as mlultiplas comparagdes entre os grupos (n= 4-8). Os asteriscos representam
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e foram indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001 e **** p <0,0001.
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5.3.1. Expressao Relativa do mRNA da Mucosa do Célon

5.3.1.1 Barreira Epitelial

5.3.1.1.1. Lactobacillus delbrueckii CNRZ327

Com intuito de investigar a modulacdo da barreira epitelial, apés o consumo de
CNRZ327, avaliamos por RT-gPCR os genes Tjp1; Tjp2; Ocln; Cld1 e Muc2 (figura 4).
Vimos que houve um aumento significativo da expressao dos genes Tjp7 (p <0,05), Tjp2 (p

<0,01), Ocln (p <0,001) e Muc2 (p <0,01), em relagédo ao grupo controle, podemos observar

também que este aumento da expresséao € visualizado no grupo tratado apenas com o meio

de cultura MRS, em Tjp1 e Tjp2 (p<0,01 e p<0,05) em Ocln e Muc2 os niveis de expressao

se mantem proximos ao grupo controle. Nao houve aumento dos niveis de expressado do

gene Cld1.
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5.3.1.1.2. Lactococcus lactis NCD0O2118

Com intuito de investigar a modulagdo da barreira epitelial, apés o consumo de
NCDO2118, avaliamos por RT-gPCR os genes Tjp1, Tjp2; Ocin; Cld1 e Muc2 (figura 5)
vimos que houve um aumento significativo da expressado dos genes Tjp7 (p <0,001) e Tjp2
(p <0,01), Ocln (p <0,05) e Muc2 (p <0.05) para o grupo controle, 0 mesmo pode ser
observado no grupo tratado com o meio de cultura M17, em Tjp1 e Tjp2 a expressao foi
superior ao grupo tratado com a cepa probiética, mas nao houve diferenca estatistica, ao
comparar com o controle vimos que houve aumento significativo (p <0,0001 e p <0,001
respectivamente), em Ocln e Muc2 o grupo tratado com M17 ndo teve aumento da

expressao. Nao houve aumento dos niveis de expressao do gene Cld1.
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Figura 5: Expresséo relativa do mRNA dos genes envolvidos na integridade da berreira epitelial, a) TJp1; b) Tjp2;
c) Cld 1, d) OcIn, e¢) Muc 2, na mucosa do colon de camundongos saudaveis tratados com meio M17,
Lactococcus lactis NCDO2118 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressdo foram
monitorados por RT-gPCR. O teste one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as
multiplas comparagdes entre os grupos (n=8).0s asteriscos representam diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos e foram indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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5.3.1.2 Genes relacionados a resposta inflamatoéria

5.3.1.2.1. Lactobacillus delbrueckii CNRZ327

Com intuito de investigar a modulacdo de citocinas relacionadas a resposta
inflamatéria apés o consumo de CNRZ327, avaliamos por RT-gPCR os genes /I-6; II-1B e II-
10 (figura 6) vimos que houve um aumento significativo de //10 (p<0,0001) //13 (p<0,05) e /I6
(p<0,01) no grupo que recebeu a cepa probiética, enquanto o grupo tratado apenas com o
meio de cultura teve um certo aumento da expressado, mas nao foi significativo.
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Figura 6: Expresséo relativa do mRNA dos genes de citocinas relacionadas diretamente a resposta inflamatoria, a)
II-10; b) II-1B; c) II-6, na mucosa do cdlon de camundongos saudaveis tratados com meio MRS, Lactobacillus
delbrueckii CNRZ327 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressdo foram monitorados por RT-
PCR. O teste one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparacdes entre
os grupos (n=8). Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e foram
indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.

B.3.1.2.2. Lactococcus lactis NCD0O2118

Com intuito de investigar a modulacdo de citocinas relacionadas a resposta
inflamatoria apdés o consumo de NCDO2118, avaliamos por RT-qPCR os genes /I-6; II-18 e
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II-10 (figura 7) vimos que houve um aumento significativo da expressao de //70 comparado
ao controle (p<0,01) e ao meio de cultura (p<0,05), a expressdo de /[13 aumentou
consideravelmente no grupo tratado com M17 comparado a ambos os demais grupos
(p<0,0001) e no grupo tratado com NCDO2118 a expressdo foi aumentada quando
comparado ao controle (p<0,01).

Na avaliacdo de //6 vimos o aumento da expressdao no grupo NCDO2118 para o grupo
controle (p<0,05) e também no grupo M17.
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Figura 7: Expresséo relativa do mRNA dos genes de citocinas relacionadas diretamente a resposta inflamatéria, a) /I-
10; b) lI-1B; ¢) 1I-6, na mucosa do colon de camundongos saudaveis tratados com meio M17, Lactococcus lactis
NCDO2118 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressdo foram monitorados por RT-PCR. O teste
one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparacgdes entre os grupos (n=8).
Os asteriscos representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos e foram indicados da seguinte
forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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5.3.1.3 Indicadores de Resposta Neurolégica

5.3.1.3.1. Lactobacillus delbrueckii CNRZ327

Com intuito de investigar a modulagéo dos indicadores de resposta neurolégica apos
o consumo de CNRZ327, avaliamos por RT-qPCR os genes Ido1; Thp1; Tdo2; GABAAT e
GABAAZ2 (figura 8) vimos que houve um aumento significativo da expressao relativa de /do1
(p<0,01), GABAA1 (p<0,0001), GABAA2 (p<0,0001) e Tdo2 (p<0,001) em relagdo ao grupo
controle, em Thp1 nao houve aumento da expressao. O grupo tratado apenas com meio de
cultura apresentou aumento da expressao de Ido1 (p<0,05) para o controle, em GABAAT1,
GABAAZ2 e Tdo2 houve aumento da expressao, mas o grupo tradado com a cepa probidtica
apresentou um aumento superior, (p<0,0001; p<0,001 e p<0,01 respectivamente).
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Figura 8: Expresséo relativa do mRNA dos genes relacionados a resposta neurologica, a) Thp 1; b) Ido 1; ¢)
GABAA1; d) GABAA2; d) Tdo2; na mucosa do colon de camundongos saudaveis tratados com meio MRS,
Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressdo foram
monitorados por RT-PCR. O teste one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas
comparagdes entre os grupos (n=8). Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos e foram indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.

5.3.1.3.2. Lactococcus lactis NCD0O2118

Com intuito de investigar a modulagao dos indicadores de resposta neuroldgica apdos
o consumo de NCDO2118, avaliamos por RT-qPCR os genes /do1; Thp1, Tdo2; GABAA1 e
GABAA2 (figura 9) vimos que houve um aumento significativo da expressao de /dof
(p<0,05), GABAA1 (p<0,01) e Tdo2 (p<0,05). Em GABAA2 o grupo tratado com o meio de
cultura e o grupo tratado com a cepa probidtica apresentaram um leve aumento da
expressao do gene e ambos os grupos reduziram significativamente a expressdo de Thp1
(p<0,0001).
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Figura 9: Expresséo relativa do mRNA dos genes relacionados a resposta neurolégica, a) Thp 1; b) Ido 1; c)
GABAA1; d) GABAA2; d) Tdo2, na mucosa do coélon de camundongos saudaveis tratados com meio M17,
Lactococcus lactis NCDO2118 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressao foram monitorados
por RT-PCR. O teste one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas
comparacdes entre os grupos (n=8). Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos e foram indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.

Os niveis de expressao relativa dos indicadores de resposta neurologica Grin2A;
Grin2B; Ido1; Tdo2;, Th; GABAA1 e GABAA2 foram quantificados por RT-gPCR no
Hipocampo (figura 10) vimos que a administracdo de CNRZ327 foi capaz de aumentar
significativamente a expressado de Grin2a (p<0,001), Grin2b (p<0,05), GABAA1 (p<0,05),

GABAA2 (p<0,01) e Ido1 (p<0,001) em relacdo ao controle e a expressio de Tdo2 e Th se
manteve em valores préximos ao controle.
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Figura 10: Expresséao relativa do mRNA dos genes relacionados a resposta neurolégica, a) Glutamate receptor,
ionotropic, NMDA2A (epsilon 1); b) Glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B (epsilon 2); c) Tryptophan 2,3-
dioxygenase; d) Tyrosine hydroxylase; e) GABA receptor A a1l; f) GABA receptor A a2; g) Indoleamine 2,3-
dioxygenase 1 no hipocampo de camundongos saudaveis tratados com meio MRS, Lactobacillus delbrueckii
CNRZ327 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressdo foram monitorados por RT-PCR. O
teste one-way ANOVA segwdo de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparagdes entre os
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incFigura 10: Expresséo relativa do mRNA dos genes relacionados a resposta neurolégica, a) Grin2a b) Grin2b c)
Tdo2; d) Th; e) GABAA1; f) GABAA2; g) Ido 1 no hipocampo de camundongos saudaveis tratados com meio MRS,
Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressdo foram

monitorados por RT-PCR. O teste one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas
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comparagdes entre os grupos (n=8). Os asteriscos representam diferencgas estatisticamente significativas entre os
grupos e foram indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.
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5.3.1.3 Lactococcus lactis NCD0O2118

Os niveis de expressao relativa dos indicadores de resposta neurolégica Grin2A;
Grin2B; Ido1; Tdo2;, Th; GABAA1 e GABAA2 foram quantificados por RT-gPCR no

Hipocampo (figura

11) vimos que a administragio de NCDO2118 aumentou
significativamente a expressdao de Grin2a (p<0,0001),Grin2b (p<0,01), Tdo2 (p<0,01),
GABAA2 (p<0,01) e Ido1 (p<0,001) comparando com o grupo controle, vimos também que
houve queda na expressdo de Th (p<0,05) e um leve aumento da expressdo de GABAAT,
mas o grupo tratado com meio de cultura teve um maior aumento da expressao (p<0,001).
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Figura 11: Expresséao relativa do mRNA dos genes relacionados a resposta neurolégica, a) Grin2a b) Grin2b c¢) Tdo2;
d) Th; e) GABAA1; f) GABAA2; g) Ido 1 no hipocampo de camundongos saudaveis tratados com meio M17,
Lactococcus lactis NCDO2118 e agua (Naive) durante vinte e um dias. Os niveis de expressio foram monitorados por
RT-PCR. O teste one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey foram usados para as multiplas comparacdes entre
os grupos (n=8). Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos e foram
indicados da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 e **** p <0,0001.

6. DISCUSSAO

O intestino e o cérebro podem se comunicar por vias neurais e humorais através do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), que é um dos maiores sistemas neuroenddcrino,
associado ao controle do estresse, regulagdo do sistema imune, humor e emogées. Uma
desregulacao neste sistema pode levar a quadros depressivos e de ansiedade. A microbiota
€ capaz de influenciar o eixo HPA e modular respostas imunes, através de seus metabdlitos
e, consequentemente podem ser associados com quadros psicopatolégicos. Dessa forma, a
ingestdo de bactérias especificas podem modular a microbiota e consequentemente
promulgar efeitos no eixo intestino-cérebro. Uma variedade de linhagens probidticas, como
algumas espécies de Bactérias Laticas (BL), apresentaram efeitos anti-inflamatérios
comprovados, além disso tém sido estudadas a capacidade de BL em amenizar os sintomas
de disturbios psicologicos. Dentre as varias espécies de BL, destaca-se as linhagens de
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Lactobacillus que sdo capazes de produzir neurotransmissores, por exemplo, o acido-gama-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central. De
forma interessante, os efeitos promulgados pelo GABA sdo mediados por receptores que
comumente sdo alvos de farmacos ansioliticos. Estudos mostram que bactérias probidticas
podem modular a resposta ao estresse e melhorar os sintomas de humor e ansiedade.
Neste trabalho pretendemos avaliar o efeito probiético e potencial psicobiético de linhagens
probiéticas produtoras de GABA em camundongos saudaveis (BRAVO et al., 2011).

A determinacdo das sec¢des que foram trabalhadas infere em como estas contribuem
para a homeostase do organismo. O célon abriga a maior por¢ao da microbiota, isto se deve
gragas a predominancia anaerébica do tecido, desta forma o coélon se torna o microambiente
perfeito para a microbiota, uma vez que ha predominancia de microrganismos anaerobios
em sua composicdo (CREMER; ARNOLDINI; HWA, 2017) No Hipocampo os efeitos
serotoninérgicos atuam na modulagao dos efeitos comportamentais. Diversas drogas atuam
em alteragdes plasticas, na neurogénese e aumentam a expressao de fatores neurotroficos
(ANAND; DHIKAV, 2012)

Buscamos entido avaliar como ocorre a modulagcao do eixo intestino cérebro por meio da
expressao relativa de genes diretamente conectados ao sistema apds vinte e um dias de
administracao de duas diferentes cepas probibticas. Inicialmente, nos resultados mostraram
que tanto Lactobacillus delbrueckii CNRZ327 e Lactococcus lactis NCDO2118, dentre as
cepas estudadas, mostram maior producdo de GABA em comparagcdo com as demais cepas
testadas, 0,3925 g/L e 0,4203 g/L respectivamente. A atividade dos receptores de GABA no
organismo € de grande importancia no estudo do eixo visto que é o neurotransmissor
inibitério mais importante do SNC, este também atua diretamente no comportamento, como
por exemplo regulagcdo da agressividade e controle do estresse (BAK; SCHOUSBOE;
WAAGEPETERSEN, 2006). Oliveira e colaboradores (2014) determinou a partir do
sequenciamento do genoma que a linhagem probiodtica Lactococcus lactis NCDO2118
possui a capacidade de sintetizar GABA, o mesmo foi realizado por Santos-Rocha e
colaboradores para a cepa probiodtica Lactobacillus delbrueckii CNRZ 327(Santos-Rocha
2014), desta forma ambas as linhagens apresentam os genes responsaveis para sintetizar
GABA a partir de glutamato.

Considerando os resultados encontrados anteriormente, decidimos avaliar se o consumo

dessas cepas produtoras de GABA durante um longo periodo (21 dias) pode afetar a
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modulagdo de genes implicados no eixo. Inicialmente avaliamos a progressao do peso dos
animais durante o periodo experimental, conforme os estudos de (CORDEIRO et al., 2018;
DARBY et al., 2019) a administracdo de cepas probiéticas dos géneros Lactobacillus e
Lactococcus sao capazes de impedir a perda de peso em modelo murino, nossos resultados
mostraram que ambas as cepas probidticas foram capazes de impedir a perda de peso nos
animais ao longo dos vinte e um dias de tratamento, os grupos que foram tratados apenas
com o meio de cultura apresentaram peso relativamente menor que o grupo controle, mas a
progressao se manteve linear durante o periodo experimental, desta forma podemos deduzir
que ambas as cepas probiéticas possuem a capacidade de impedir a perda de peso e

manter homogénea a progressao do peso dos animais.

Apéds avaliagao da perda de peso dos animais, iniciamos as analises dos dados obtidos
na RT-gPCR. No célon investigamos inicialmente a capacidade da modulagdo da barreira
epitelial. Diversos estudos mostram que a administracado de probiéticos induz o aumento da
expressao de genes relacionados a estrutura e integridade do epitélio (ZHANG et al., 2018).
Desta forma investigamos a transcricdo dos genes relacionados a proteinas responsaveis
pela formacédo e a manutengéo da integridade da barreira epitelial como Ocln, proteina de
membrana integral que é necessaria para a regulagao induzida por citocinas de barreira de
permeabilidade paracelular de zonas de oclusdo e Cld-7 um membro da familia das
claudinas, é uma proteina integral da membrana e um componente das cadeias de juncao.
Ao avaliar nossos resultados vimos que a expressao relativa de Oclin foi consideravelmente
aumentada quando comparados com os controles, enquanto a expressdo de Cld1 se
manteve em niveis proximos ao controle, houve também um aumento da expressao das
proteinas tight junctions 1 e 2, Tjp1 € uma proteina adaptadora de zonas de oclusdo que
também regula as jungdes aderentes, enquanto Tjp2 é um componente da barreira de zona
de oclusdo nas células epiteliais e endoteliais, necessaria para a montagem adequada das
zonas de oclusdo. Este aumento sugere que os animais tratados podem ser capazes de
reduzir a permeabilidade intestinal, o que permite que a mucosa intestinal impeca a entrada
e adesao de microrganismos patolégicos ou impedir a entrada de substancias téxicas para o
tecido. (HUNG; SUZUKI, 2018; LA FATA; WEBER; MOHAJERI, 2018; PEARCE et al., 2018;
ZAKOSTELSKA et al., 2011). Por fim avaliamos a expressdo de Muc2, este é responsavel
pela sintese de mucina, principal responsavel pela formac¢do da camada de muco no epitélio
intestinal, este por sua vez é responsavel pela lubrificacdo e protecido do tecido por meio de
sinalizagdo celular e formacdo de barreira quimica (MARTIN et al., 2017), obtivemos um
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aumento da expressdo de Muc2 em ambos os grupos tratados com as cepas probiéticas o

que sugere possivel aumento da producdo de muco no epitélio intestinal.

Todos os dados obtidos corroboram que a administracdo de CNRZ327 e NCDO2118
proporcionou aos animais um aumento da expressao génica dos componentes da barreira
epitelial, as zonas de oclusdo e camada de muco aumentadas podem fornecer uma
protecdo integral em processos inflamatérios, ademais com a estabilidade da barreira
epitelial os marcadores relacionados a comunicacdo do sistema imune da mucosa com o
eixo HPA podem obter uma resposta mais eficiente para a ativacdo das vias neurologicas
que atuam diretamente no intestino (LA FATA; WEBER; MOHAJERI, 2018; MARTIN et al.,
2018).

Com a confirmagao do aumento da expressao dos genes relacionados a integridade
da barreira epitelial, buscamos avaliar os indicadores de resposta inflamatéria, de acordo
com DINAN e colaboradores (2017), aumentos locais e sistémicos de /-6 e /I-13 provocam a
ativacado do eixo HPA induzindo a resposta do sistema nervoso central diretamente no TGI.
Em nossos resultados vimos um aumento da expressao de ambas as citocinas, o grupo que
foi tratado com meio de cultura M17 teve um aumento substancial da expressao de //18 o
que sugere que ele é capaz de estimular o aumento da transcricdo, o grupo tratado com
meio MRS teve a expressdo de /-18 aumentada, mas inferior ao grupo tratado com a
bactéria e neste caso sugere que CNRZ327 é capaz de aumentar a expressao de /-6 e /I-
18. Outra citocina avaliada foi /-10 a qual € a principal citocina anti-inflamatéria do
organismo, esta é considerada um inibidor chave de inflamacao e imunidade mediada por
células dependentes de Th1, especialmente inibindo a producao de /I-18, TNF e /I-6 (HOP et
al., 2018). Naturalmente o organismo exibe niveis de secrecdo e circulagdo de citocinas
tanto pré quanto anti-inflamatérias para que haja homeostase e niveis de apresentagao de
antigenos, desta forma o aumento da expressao das //-6 e /I-18 pode induzir o0 aumento da
expressao de /I-10, uma vez que esta pode agir inibindo as demais citocinas no organismo
em caso de excesso de producdo ou atividade ajudando assim a manter a homeostase
(FEMIA et al., 2012; JEON et al., 2012; WASILEWSKA; ZLOTKOWSKA; WROBLEWSKA,
2019; ZHENG et al., 2017).

Com a confirmacdo do aumento da expressao de /-6 e II-13 cresce a possibilidade
da ativacdo dos mecanismos de comunicacdo do eixo intestino-cérebro para isto

investigamos alguns dos indicadores desta via tanto na mucosa do célon quanto do
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hipocampo. Diversos neurotransmissores participam da regulagcdo do comportamento seja
com agao excitatéria, inibitéria ou regulagcdo emocional. A Serotonina € um dos principais
horménios e possui ampla atividade nestas funcdes, ela atua diretamente na motilidade
intestinal além de regular o sono, humor, cognicdo entre outras fungdes (CARHART-
HARRIS; NUTT, 2017). A serotonina €& catalisada pela hidroxilase triptofano (Tpht),
investigamos sua expressao na mucosa do célon e vimos que a administragdo de CNRZ327
exibiu niveis préximos ao grupo controle enquanto o grupo tratado com NCDO2118 teve
expressao abaixo do grupo controle. Estes niveis de expressao sugerem que pode haver um
limiar da transcricdo deste gene, uma vez confirmada a possivel homeostase por meio da
integridade da barreira epitelial e resposta inflamatéria podemos sugerir que os niveis de
serotonina estao regulares ndo necessitando que haja aumento da catalise de triptofano
(MAO et al.,, 2019; MHATRE V. HO AND KELSEY C. MARTIN, 2012; REIGSTAD et al.,
2015).

Além da serotonina, a nicotinamida precursora de NAD, sintetizada do triptofano pela
via da quinurenina, também representa grande importancia no estudo do eixo intestino-
cérebro e neuropatologias segundo BLANKFIELD, (2013) baixos indices de nicotinamida no
organismo podem levar a diversos disturbios, desde a desregulacao inflamatéria em tecidos
periféricos até alteragdes neurologicas. Desta forma avaliamos a expressao relativa de /do1
e Tdo2, na mucosa do colon e no hipocampo. /do1 é responsavel pela primeira e limitante
taxa no catabolismo do triptofano para N-formil-quinurenina, Tdo2 atua no metabolismo do
triptofano e é responsavel pelo primeiro e limitante passo na via da quinurenina. No célon
vimos que a administracdo de ambas as cepas probidticas foram capazes de aumentar a
expressao de ambos 0s genes, no hipocampo as bactérias também foram capazes de
induzir aumento da expressao de /do1, os niveis de expressao de Tdo2 no grupo tratado
com CNRZ327 se manteve semelhante ao grupo controle e NCDO2118 foi capaz de
aumentar a expressao do gene, uma vez que ambos os genes influenciam diretamente na
fase inicial da via da quinurenina podemos afirmar a partir de nossos resultados que ha uma
indicacao de niveis suficientes de nicotinamida sendo produzidos por estes animais o que
sugere possivel homeostase no eixo e potencialmente maior protegcdo neurologica
(CAMARILLO et al., 2020; LOU et al., 2019; MUKHERJEE et al., 2019; MUTZ et al., 2016;
NIKOLAUS et al., 2017).

No hipocampo também avaliamos a expressdo de Th, este é responsavel pela

conversao de tirosina em dopamina, horménio que atua na regulacido do sono, prazer,
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aprendizagem entre outras fungdes, assim como a serotonina e a nicotinamida, a dopamina
exerce uma grande influéncia da manutengcdo da sinapse neuronal (GOZAL et al., 2005;
JEONG et al., 2006; TANK et al., 2008). Desta forma buscamos avaliar o perfil de expressao
relativa deste gene no hipocampo de nossos animais, vimos entdo que a administracao de
ambas as cepas probidticas ndo foram capazes de induzir o aumento da expressao, isto
sugere que podem haver dois diferentes cenarios, o primeiro a administragéo das bactérias
nao & capaz de modular a producdo de Th, o segundo cenario ha um limiar de producao

onde o organismo em homeostase limita a transcricdo do gene.

Uma vez estabelecidas as evidéncias do aumento da expressdo génica de diversos
indicadores que podem ser afetados por alteragdes na mucosa intestinal, investigamos a
expressdo de Grin2a e Grin2b, estes sao duas subunidades dos canais i6nicos dos
receptores N-metil-d-aspartato (NMDAR). O NMDAR esta relacionado ao aprendizado
espacial e memoria no hipocampo, além da indugao da plasticidade sinaptica a longo prazo.
Ha relatos que disturbios nos receptores NMDAR estdo associados a alteracbes nas
funcbes cognitivas associadas ao envelhecimento, isquemia cerebral, depressdo e
esquizofrenia, assim como ha também relatos de que o aumento da expressao de Grin2b
induz desenvolvimento superior a aprendizagem e memoria (KARISETTY et al., 2017;
LUCIA et al., 2019; YAWALKAR; CHANGOTRA; GUPTA, 2018). Nossos resultados
mostraram um aumento significativo na expressdo de ambos os genes apds a administracao
de ambas as cepas probidticas, este aumento pode indicar que exista uma possivel
interacdo entre a microbiota e os processos de aprendizagem e memodria € ambas as
bactérias foram capazes de regular a via de produgcdo do NMDAR possibilitando assim um

aumento progressivo nestes processos (KARISETTY et al., 2017).

Finalmente, como uma dultima avaliagdo dos indicadores de resposta neurologica
avaliamos a producido dos receptores de GABA, subunidades a1 e a2, a mediacado da
atividade de GABA no organismo ocorre por meio de seus receptores, comumente a
composicao desses receptores inclui as subunidades Aa1 e Aa2, porém ha indicios de
atividade de até dezenove subunidades na formacdo de receptores, o GABA esta
diretamente associado ao comportamento de agressividade, estresse e distresse, atuando
na inibicdo das vias responsaveis por tais efeitos no organismo, desta forma investigamos a
expressao destas subunidades tanto na mucosa do célon quanto no hipocampo. A
administracdo de CNRZ327 e NCCDO2118 foi capaz de aumentar significativamente a

expressao de ambos os receptores no célon, desta forma & possivel afirmar que a atividade
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de GABA no célon destes animais esta potencialmente aumentada apesar desta evidéncia
nao é possivel afirmar qual o real efeito liquido que esta alteracao traz para os animais, uma
vez que é necessaria a avaliacdo da atividade do neurotransmissor por outras técnicas,
como o proteoma, e a investigagdo gendmica da microbiota, desta forma sera possivel
identificarmos qual a real relacdo entre o consumo destas cepas probiéticas e a atividade
tanto dos receptores de GABA quanto do proprio neurotransmissor (AUTERI; ZIZZO;
SERIO, 2015; SEIFI et al., 2014), no hipocampo (FATEMI et al., 2013; OYARZABAL et al.,
2020; PLATT; ZWARTJES; BRISTOW, 1996) vimos que ambas as cepas probibticas foram
capazes de aumentar a expressdo dos receptores, mas em a1 houve um aumento da
expressao um pouco maior nos grupos tratados com ambos os meios de cultura, isto pode
ocorrer devido a populacdo residente de bactérias na microbiota, estes meios séo
designados para o crescimento especifico dos géneros Lactobacillus e Lactococcus, e
podem naturalmente estimular o crescimento de microrganismos pertencentes a estes
géneros na microbiota. O aumento das subunidades dos receptores de GABA sugere que ha

atuacio do neurotransmissor no hipocampo bem como no célon.

Diversos resultados foram obtidos neste estudo o que nos leva a acreditar que a
administracdo a longo prazo de CNRZ327 e NCDO2118 & capaz de modular ativamente o
eixo intestino-cérebro, com isto abrimos um precedente para futuras investigagdes do papel
destes microrganismos em cada uma das vias com maior clareza, o estudo da proteoma
destes animais nos permitira analisar a producido de todas as proteinas relacionadas ao
eixo, além do microbioma poder esclarecer diversos questionamentos, tais como o papel do
meio de cultura na microbiota residente e em como isto pode influenciar na sintese dos

indicadores ligados a comunicacao intestino-cérebro.
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Figura 12: Fluxograma da modulagédo das cepas probiéticas a longo prazo: a administracdo de CNRZ327 e
NCDO2118 foi capaz de modular a expressao relativa dos genes relacionados a barreira epitelial, indicadores de
resposta inflamatoria e indicadores de resposta neurolégica. Setas verdes representam os genes em que a
expressao foi aumentada e setas vermelhas representam os genes em que a expresséao foi diminuida.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que as linhagens Lactococcus Ilactis
NCDO2118 e Lactobacillus delbrueckii CNRZ327, que tiveram uma maior producao
de GABA, modularam os receptores GABA Aa1 e 2 responsaveis pela mediacao dos
efeitos do GABA, além do aumento da expressao de /do7 e Tdo2 que sdo moléculas
com papel no metabolismo de triptofano, e das subunidades do canal i6nico do
receptor NMDA, Grin2a e Grin2b o qual atuam como local de ligagdo agonista para o
glutamato, no eixo intestino-cérebro. Além disso, o consumo de ambas as cepas
aumentou a expresséao relativa dos genes ligados a barreira epitelial (Tjp1, Tjp2,
Muc2, Ocln) o que sugere um possivel aumento do potencial de reparagdo do

epitélio intestinal.

Outro importante resultado que obtivemos foi 0 aumento da expressao de /L-10
nos animais tratados com as duas linhagens, essa citocina tem efeitos anti-
inflamatorios e supressivos na maioria das células hematopoiéticas e indiretamente
possui a capacidade de suprimir a produgdo de outras citocinas, mas também foi
observado aumento significativo na producao de //-6 e /I-183 estas participam das via
de sinalizacao para ativacao do eixo HPA. Ao avaliar os resultados relacionados aos
genes de resposta neuroldgica podemos ver também um aumento da expressao dos
receptores de GABA tanto no hipocampo quanto no célon o que indica que ha
comunicagao no eixo e consequentemente o possivel aumento da atividade inibitéria

proporcionada pela atividade do GABA no organismo.

Diversos resultados interessantes foram obtidos neste trabalho, o que abre novas
perspectivas para a investigacao do papel destas cepas probidticas no eixo. A
avaliacdo das vias da serotonina e das catecolaminas em sua totalidade € uma
importante ferramenta para a investigacao de alteragdes provocadas no organismo
pela administracdo a longo prazo de probiéticos. Outra importante ferramenta do
eixo a ser avaliada sao as subunidades formadoras dos receptores de GABA, sabe-
se que ha 19 subunidades que participam na formacgao do receptor GABA4c, além
do receptor GABAs.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar analise protedmica intestinal de camundongos tratados por
espectrometria de massa (shotgun);

Analise da microbiota intestinal da amostra fecal de camundongos tratados
por sequenciamento de terceira geragao (shotgun).

Aplicar o protocolo de tratamento a um modelo murino de ansiedade e
depressao.

Investigar a via de sintese de 5-HT em todos os seus componentes por meio
de RT-gPCR

Investigar a via das catecolaminas (dopamina, epinefrina e norepinefrina) em
todos os seus componentes por meio de RT-gPCR

Investigar as demais subunidades dos receptores de GABA por meio de RT-
gPCR
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