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RESUMO
Nos mamíferos, o olfato afeta diretamente o consumo e a frequência de ingestão

dos alimentos, uma vez que contribui para a avaliação hedônica dos alimentos. O

bulbo olfatório (BO) é a estrutura cortical responsável pelo processamento de sinais

químicos que entram na cavidade nasal e devido a suas projeções para o sistema

límbico, possui papel importante nas funções fisiológicas, incluindo reprodução,

comportamento social, localização e seleção de alimentos, além de regular funções

neuroendócrinas. A suplementação com probióticos vêm sendo investigada pela sua

potencial ação na redução de mediadores inflamatórios. Nosso objetivo foi avaliar a

expressão de genes relacionados com o sistema dopaminérgico, neuroinflamação e

a homeostase energética no BO, bem como parâmetros bioquímicos no soro e a

memória de longa duração em machos alimentados com dieta hiperlipídica e

suplementação de probióticos por 16 semanas. Foram utilizadas amostras de

camundongos machos (n=36) da linhagem C57BL/6J provenientes do projeto

“Análise de intervenções na dieta e suplementação com probiótico, em diferentes

fases do desenvolvimento, através da avaliação de parâmetros comportamentais,

bioquímicos, imunológicos e genéticos” (CEUA número 722/21), mantidos no biotério

da UFCSPA. Machos com 21 dias de idade foram divididos em 4 grupos: controle

(CONT, recebeu dieta padrão de biotério), controle + probiótico (CONT+PROB),

hiperlipídica (HFD) e hiperlipídica + probiótico (HFD+PROB), todos com livre acesso

à água. Utilizou-se uma nova preparação probiótica composta por Lacticaseibacillus

rhamnosus LB1.5 que contém contagens viáveis ​​de 1,3 x 108 ufc/mL, e que foi

administrada 3 vezes na semana por gavagem. Aos 5 meses de idade foi realizado o

teste de reconhecimento de objetos (ORT). Após o teste comportamental, os animais

foram anestesiados e eutanasiados para coleta do material biológico. O BO foi

coletado e avaliou-se a expressão gênica relativa dos seguintes genes: receptor da

dopamina (Drd2), tirosina hidroxilase (Th), fator neurotrófico derivado do cérebro

(Bdnf), sirtuína 1 (Sirt1) e receptor de prolactina (Prlr). No soro foi quantificada a

concentração de glicose e triglicerídeos. Não houve diferença significativa na

memória de longa duração, mensurada pelo ORT, entre os 4 grupos estudados

(p>0,05). Em relação a expressão gênica, a expressão do Drd2 apresentou um

efeito do probiótico, mas nenhuma diferença estatística no ps teste. Entretanto,



analisamos o gene Th e encontramos interação entre os fatores, dieta e tratamento

e efeito do probiótico. No teste de post hoc, verificamos que a expressão gênica

relativa de Th era mais baixa no grupo HFD+PROB quando comparado ao grupo

HFD (p<0.05). Na análise da expressão gênica de Sirt1, a ANOVA de duas vias

mostrou interação entre os fatores, dieta e tratamento, onde a expressão de Sirt1

diminuiu significativamente no grupo HFD e no grupo CONT+PROB (p<0.01). Não

encontramos diferenças na expressão gênica de Prlr e Bdnf, nem nos parâmetros

bioquímicos analisados. Como conclusão, a dieta rica em gordura e suplementação

probiótica utilizadas durante 16 semanas não alteram a memória de longo prazo,

mas modulam a expressão gênica no bulbo olfatório de camundongos machos

adultos.

PALAVRAS-CHAVE: Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5, sirtuina1, sistema

dopaminérgico, receptor de prolactina, fator neurotrófico derivado do cérebro,

homeostase energética.



ABSTRACT
In mammals, smell directly affects the consumption and frequency of food intake, as

it contributes to the hedonic evaluation of food. The olfactory bulb (OB) is the cortical

structure responsible for processing chemical signals entering the nasal cavity, and

due to its projections to the limbic system, it plays an important role in physiological

functions, including reproduction, social behavior, location and food selection, in

addition to regulating neuroendocrine functions. Supplementation with probiotics has

been investigated with potential action in the reduction of inflammatory mediators.

Our objective was to evaluate the expression of genes related to the dopaminergic

system, neuroinflammation and energy homeostasis in OB, as well as biochemical

parameters in serum and long-term memory in males fed a high-fat diet and probiotic

supplementation for 16 weeks. Samples of male mice (N=36) of the C57BL/6J

lineage from the project “Analysis of interventions in the diet and supplementation

with probiotics, at different stages of development, through the evaluation of

behavioral, biochemical, immunological and genetic parameters” (CEUA number

722/21), kept in the UFCSPA vivarium. 21-day-old males were divided into 4 groups:

control (CONT, received standard vivarium diet), control + probiotic (CONT+PROB),

high-fat (HFD) and high-fat + probiotic (HFD+PROB), all with free access the water. A

new probiotic preparation composed of Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 which

contains viable counts of 1.3 x 108 cfu/mL, and which was administered 3 times a

week by gavage. At 5 months of age, the object recognition test (ORT) was

performed. After the behavioral test, the animals were anesthetized and euthanized

for the collection of biological material. OB was collected and the relative gene

expression of the following genes was evaluated: dopamine receptor (Drd2), tyrosine

hydroxylase (Th), brain-derived neurotrophic factor (Bdnf), sirtuin 1 (Sirt1) and

prolactin receptor (Prlr). In the serum, the serum concentration of glucose and

triglycerides was quantified. There was no significant difference in long-term memory,

measured by ORT, between the 4 studied groups (p>0.05). Regarding gene

expression, Drd2 expression showed an effect of the probiotic, but no statistical

difference from the post hoc test. However, we analyzed the Th gene and found

interaction between the factors, diet and treatment, and the effect of the probiotic. In

the post hoc test, we found that the relative Th gene expression was lower in the

HFD+PROB group when compared to the HFD group (p<0.05). In the analysis of



Sirt1 gene expression, two-way ANOVA showed interaction between factors, diet and

treatment, where Sirt1 expression decreased significantly in the HFD group and in

the CONT+PROB group (p<0.01). We did not find differences in the gene expression

of Prlr and Bdnf, nor biochemical parameters analyzed. In conclusion, a high-fat diet

and probiotic supplementation used for 16 weeks did not alter long-term memory, but

modulated gene expression in the olfactory bulb of adult male mice.

KEYWORDS: Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5, sirtuin1, dopaminergic system,

prolactin receptor, brain-derived neurotrophic factor, energy homeostasis.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Sistema olfatório
Em mamíferos, o sistema olfatório pode discriminar milhares de estímulos

químicos. Este sistema é discutido por vários autores devido a sua importância em

diversos aspectos anatômicos, fisiológicos e comportamentais (WHITTEN;

CHAMPLIN, 1959).

A regulação do metabolismo é fundamental para que um organismo possa

responder de modo rápido e eficiente a variações das condições ambientais,

alimentares ou ainda, a condições adversas como traumas e doenças. Esta

regulação visa manter constante um conjunto de condições dentro das células, uma

condição chamada homeostase. A regulação metabólica é extremamente complexa,

envolvendo vias, órgãos e hormônios, os quais promovem ativação ou inibição de

reações químicas específicas para cada situação resultando em respostas

biológicas adequadas (RIERA et al., 2017).

Neste contexto, o olfato afeta diretamente o consumo e a frequência da

ingestão dos alimentos pelos roedores, assim como em outros animais (LOCH;

BREER; STROTMANN, 2015). A ingestão alimentar depende da interação entre a

regulação homeostática e as sensações hedônicas, ou seja, sensações de

satisfação e prazer. A olfação é um dos sistemas sensoriais que contribui para a

avaliação hedônica dos alimentos, que por sua vez influencia as escolhas e o

consumo alimentar (PALOUZIER-PAULIGNAN et al., 2012).

O bulbo olfatório (BO) é uma estrutura cortical do sistema nervoso central

responsável (SNC) pelo processamento de sinais químicos (moléculas odoríferas)

que entram em contato com a cavidade nasal (SHIPLEY; ENNIS; PUCHE, 2003).

Além disso, devido a suas conexões com estruturas do sistema límbico, como

mostra a figura 01, possui papel importante nas funções fisiológicas, incluindo

reprodução, comportamento social e comunicação, localização e seleção de

alimentos, comportamento materno, além de regular funções neuroendócrinas

(SHIPLEY; ENNIS; PUCHE, 2003). O BO desempenha um papel importante na

plasticidade olfativa. Os astrócitos são consideravelmente importantes nessa

estrutura, garantindo a transmissão do sinal dos neurônios sensoriais olfativos
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(OSNs) para as áreas centrais (DAUMAS-MEYER et al., 2018). A atividade dos

OSNs no epitélio olfativo (EO) é modulada por moléculas associadas ao

metabolismo, como por exemplo a insulina, indicando que os OSNs podem sim ser

afetados por mudanças na dieta (WHALLEY, K., 2014).

Figura 01:

Desenho esquemático que mostra os circuitos olfativos de camundongos. Os odorantes são

detectados por moléculas expressas em OSNs dentro do OE. Sinais de ligação de odores são

convertidos em um mapa topográfico de glomérulos ativados no OB. As informações de odor são

então transmitidas por células mitrais/tufadas para várias regiões para reconhecimento de odor e

tomada de decisão (SAKANO, 2020). Abreviações: OE epitélio olfativo; OSNs neurônios sensoriais

olfativos; OB bulbo olfatório; M/T cells células mitrais e tufosas; OC córtex olfatório.

Em roedores, a olfação se difere em concordância com a anatomia em duas

vias, de acordo com a natureza da informação processada, como observado na

figura 02. Uma delas é o bulbo olfatório principal (BOP) que é responsável por

distinguir uma gama de odores encontrados no ambiente e relacionar esses odores

com vários tipos de comportamentos. Axônios dos neurônios do BOP, principalmente

células mitrais, viajam no trato olfativo para entrar na base do cérebro, onde

distribuem os sinais olfativos para um ou mais dos centros olfativos corticais, ou

seja, o córtex piriforme, o córtex parahipocampal anterior (córtex entorrinal) e a
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amígdala, todas do lado ipsilateral, para posterior processamento. Este

encaminhamento de informações sensoriais diretamente do bulbo olfatório para os

centros corticais ignoram o tálamo, ao contrário do encaminhamento em outros

sistemas sensoriais (ENNIS; HAMILTON; HAYAR, 2007; SHIPLEY; ENNIS, 1996).

Outra via é o bulbo olfatório acessório (BOA) que é um sistema que define

ações menos complexas, detectando uma quantidade menor de odores, como

moléculas de feromônios, apresentando a informação central para dar início a um

comportamento específico ou a respostas endócrinas (BAUM, 2010).

Figura 02:
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Desenho esquemático que mostra as conexões do BOA (esquerda) e do BOP (direita) do sistema

olfativo de camundongos. O sombreado claro mostra áreas que recebem entrada direta do BOP, já o

sombreado escuro mostra áreas que recebem entrada direta do BOA. Na amígdala as áreas

sombreadas claras indicam a amígdala olfativa e as áreas sombreadas escuras indicam a amígdala

vomeronasal (BAUM, 2010). Abreviações: VNO órgão vomeronasal; AOB bulbo olfatório acessório;

MeA amígdala medial; MePD amígdala medial póstero dorsal; PMCo amígdala cortical posteromedial;

Aco amídgala cortical anterior; PLCo amígdala cortical posterolateral; BNST núcleo da estria terminal

– lateral (L) e medial (M); mPOA área pré-óptica medial; VMH núcleo hipotalâmico ventromedial; VTA

área tegmental ventral; Acb núcleo accubens; MOE epitélio olfatório principal; MOB bulbo olfatório

principal; AON núcleo olfatório anterior; OT trato olfatório; Pir córtex piriforme; Ent córtex entorrinal.

Em virtude disso, o sistema olfatório é capaz de processar informações de

dois estímulos: os feromônios, captados pelo órgão vomeronasal (OVN) e os

estímulos químicos do ar captados pelo EO, os dois localizados na cavidade nasal.

Os receptores do OVN se projetam para o BOA, situado na região dorsocaudal do

BOP. Esses sinais são processados no BO e são projetados para várias áreas

envolvidas na percepção, como a amígdala e o hipotálamo (SÁNCHEZ-ANDRADE;

JAMES; KENDRICK, 2005). O BOP, que capta uma gama bastante variada de

odores, recebe aferências do EO e envia suas eferências para a amígdala medial

(AMe) (BAUM, 2010).

A percepção olfatória acontece nos neurônios sensoriais presentes no EO

que se projetam até o BOP (tem sua organização laminar, dividida em camadas de

acordo com o tipo celular principal). A projeção dos neurônios sensoriais é feita pelo

nervo olfatório, que encaminha milhares de axônios do EO até a camada glomerular,

onde começa a integração sináptica do BO. Animais em jejum apresentam maior

sensibilidade e exibem maior tempo de exploração de odores alimentares do que

aqueles já saciados (AIMÉ et al., 2007; PRUD’HOMME et al., 2009). Baseado nisso

os hormônios orexígenos e anorexígenos conhecidos por agirem nos receptores

localizados no sistema olfativo, são candidatos cotados para modulações a respeito

da alimentação e saciedade (PALOUZIER-PAULIGNAN et al., 2012).

A olfação modula a ingestão através da localização e da diferenciação das

fontes de alimentos. Dada a relação entre o processamento olfativo e a ingestão de

alimentos, espera-se que mudanças no estado nutricional modifiquem as reações

aos odores. Consistente com isso, a sensibilidade olfativa é aprimorada pelo jejum e
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reduzida pela alimentação tanto em roedores quanto em seres humanos (AIMÉ et

al., 2007).

Roedores que passam pelo procedimento de ablação do BO tornam-se

resistentes ao desenvolvimento da obesidade induzida por dieta e, ainda,

apresentam aumento da termogênese no tecido adiposo marrom e nos depósitos

inguinais. A percepção olfativa diminuída estimula o sistema nervoso simpático,

resultando na ativação de receptores β-adrenérgicos em adipócitos brancos e

marrons, promovendo lipólise (RIERA et al., 2017).

1.1.1 Neuroquímica do sistema olfatório
Diversos neurotransmissores participam da neuroquímica do sistema olfatório

e, como consequência, estão envolvidos na modulação dos estímulos odoríferos

(HALÁSZ; SHEPHERD, 1983). Estudos no BO de camundongo indicam que quase

todos os interneurônios expressam o fenótipo GABAérgico (KIYOKAGE et al., 2010;

PANZANELLI et al., 2007; PARRISH-AUNGST et al., 2007). Um subconjunto de

interneurônios periglomerulares coexpressa dopamina, enquanto outros

subconjuntos são caracterizados pela coexpressão de peptídeos neuroativos ou

proteínas de ligação ao cálcio (KOSAKA et al., 1998; PARRISH-AUNGST et al.,

2007; TOIDA, 2008). Estudo prévio (HSIA et al., 1999) mostrou que a ativação do

receptor D2 da dopamina promove diminuição significativa na transmissão sináptica

entre neurônios olfativos e células mitrais. Além disso, a dopamina liberada no BOP

aumenta a atividade sináptica dessas células. Também, no BOP a serotonina é

liberada por neurônios originados nos núcleos da rafe. A entrada serotoninérgica do

núcleo da rafe para o bulbo olfatório principal tem como alvo a camada glomerular,

onde a serotonina atua nas células periglomerulares para aumentar a inibição das

células mitrais e em tufos (PETZOLD; HAGIWARA; MURTHY, 2009).

Além de neurotransmissores, neuropeptídeos participam da neuroquímica do

BO, dentre eles podemos citar: grelina, leptina e insulina.

A grelina é um hormônio orexígeno sintetizado principalmente pelo sistema

gastrointestinal e, em menores quantidades, pelo SNC, rins, placenta e coração

(KOJIMA et al., 1999). Nos seres humanos, a grelina induz a fome, estimula a

ingestão de alimentos e aumenta o prazer das refeições (DRUCE et al., 2005). Sua
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ação nos neurônios olfatórios é aumentar a capacidade de resposta frente a

odorantes com características estruturais distintas (LOCH; BREER; STROTMANN,

2015).

Outro importante hormônio é a leptina, hormônio anorexígeno sintetizado

basicamente pelos adipócitos, em menores quantidades pela placenta, mucosa

gástrica, músculo esquelético (NEGRÃO; LICINIO, 2000), córtex, cerebelo, hipófise,

hipotálamo e BO (MORASH et al., 2014). No hipotálamo ela promove a redução do

consumo alimentar e o aumento do gasto energético, além de regular a função

neuroendócrina e o metabolismo da glicose e das gorduras (TRAYHURN; BING,

2006). O efeito da leptina no desempenho olfativo é anatomicamente reforçado pelo

fato de que, junto do hipotálamo, o sistema olfativo é também um dos seus principais

alvos, devido aos seus receptores serem altamente expressos no córtex piriforme no

BO (JULLIARD et al., 2007). Similar à insulina, a leptina é capaz de modular o

comportamento olfativo, assim como o disparo neural (JULLIARD et al., 2007).

A insulina (IN), hormônio anabólico, é liberada pelas células beta pancreáticas

em resposta ao estado alimentado, de maneira que se torna dependente da glicose

(HENQUIN, 2011). A síntese de IN no SNC foi apontada em estruturas como o

hipocampo e BO, sugerindo que possa exercer funções relacionadas à memória e

ao comportamento alimentar (DEVASKAR et al., 1994). O BO é a região do cérebro

com a maior concentração de IN (BASKIN et al, 1983), bem como a maior densidade

de receptores de IN (HILL et al., 1986).

1.2 Dieta hiperlipídica
A dieta hiperlipídica (HFD) é caracterizada por sua principal fonte de energia

ser proveniente de gorduras e é um modelo bastante comum de dieta consumida

atualmente, conhecida também como dieta ocidental (CORDNER; TAMASHIRO,

2015). No entanto, este tipo de dieta acarreta importantes prejuízos na qualidade de

vida de quem a consome, por estar relacionada à hiperlipidemia, resistência à

insulina, hipertensão, aterosclerose, diabetes, obesidade, síndrome metabólica e

depressão (LABORDE; SÁEZ-SANTIAGO, 2013; GOODPASTER et al., 2005;

FORD, 2004; STUNKARD et al., 2003). Justamente, pela HFD induzir a produção de

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6, TNF-α, no fígado, tecido adiposo e
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músculo, ela causa um quadro de inflamação de baixo grau (WEISBERG et al.,

2003; CAI et al., 2005).

Uma dieta desequilibrada, como a HFD que possui altos níveis de gordura

tem sido associada à diminuição da motilidade intestinal, prejudicando o

funcionamento das junções oclusivas, promovendo aumento da permeabilidade

intestinal. Isso pode representar um problema expressivo visto que, a

permeabilidade intestinal é controlada com rigor para garantir que os mecanismos

de defesa funcionem perfeitamente e junto disso ocorra a absorção dos nutrientes

necessários para a manutenção na homeostase (KIM et al., 2012; CANI et al., 2008).

Os malefícios do consumo da HFD a longo prazo podem ir ainda mais longe,

chegando ao SNC e causando neuroinflamação (MILLER; SPENCER, 2014;

ALMEIDA-SUHETT et al., 2017).

Além do mais a HFD já demonstrou aumentar os níveis séricos de

lipopolissacarídeo (LPS), causando endotoxemia, o quê mais uma vez estimula a

produção das citocinas pró-inflamatórias (AGGARWAL; SWAMI; KUMAR, 2013).

Chompre et al., 2022 mostraram que ratos alimentados com HFD durante apenas 30

dias já demonstraram desespero comportamental (que é quando o animal passa

mais tempo durante o teste de natação forçada, fazendo apenas movimentos para

manter a cabeça fora d’água, desistindo de tentar escapar), alteração na abundância

bacteriana, aumento dos níveis séricos de leptina e ácidos graxos livres, mesmo

sem ganho de peso excessivo, e obesidade presentes. Achados significantes para

entendermos que os prejuízos causados pela HFD não estão apenas condicionados

a animais e indivíduos obesos ou que a consomem por longos períodos de tempo.

Fadool; Tucker; Pedarzani (2011) demonstraram que uma dieta com 32% de

gordura reduz o número de OSNs, da mesma forma que eleva a concentração

sérica de insulina e glicose, o que altera diretamente as propriedades biofísicas das

células mitrais do BO, podendo contribuir para o desequilíbrio energético.

Diretamente relacionadas com nosso tecido de estudo, as dietas ricas em

gordura, independente do grau de adiposidade, podem afetar a arquitetura neural do

sistema olfativo, tendo como consequência a lenta aprendizagem olfatória, além de

apresentar uma redução na discriminação olfativa (THIEBAUD et al., 2014).
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Não só independente do grau de adiposidade, mas também independente do

período da vida em que o animal consome as dietas ricas em gorduras é possível

observar os prejuízos causados por elas. Palazzo et al., 2020, mostraram que ratos

Wistar expostos à dieta durante as fases gestacional e lactacional tiveram os níveis

de Bdnf reduzidos no BO.

1.3 Probióticos
Segundo a Food and Agriculture Organization of the United States Nations

(FOA) e a World Health Organization (WHO) probióticos são definidos como:

“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,

conferem benefícios à saúde do hospedeiro”. Devido ao aumento dos estudos e

achados sobre a temática, ambas instituições (FOA e WHO) elaboraram no início

dos anos 2000 um documento intitulado “Probiotics in food, health and nutritional

properties and guidelines for evaluation”, concentrando informações relevantes e

servindo como uma guia para futuros estudos.

Probióticos são microrganismos vivos, entretanto não é todo microrganismo

vivo que pode ser considerado um probiótico. Faz-se necessário uma série de testes

in vitro para que haja a validação de uma cepa probiótica, tais como: resistência à

acidez gástrica, resistência aos sais biliares, aderência ao muco, atividade

antimicrobiana contra bactérias patogênicas e capacidade de reduzir a adesão de

patógenos a superfícies (FAO/WHO, 2006).

A suplementação com probióticos está sendo utilizada e aponta alguns

benefícios, como diminuição do colesterol, regulação imunológica, digestiva e

respiratória, além de importante papel sobre doenças infecciosas e também sobre a

obesidade (KHARE; GAUR, 2020; FOA/WHO, 2006). Estudo prévio de Yoo e

colaboradores (2013) com camundongos C57BL/6 machos alimentados com HFD

durante 9 semanas e que receberam Lactobacillus curvatus HY7601 em combinação

com Lactobacillus plantarum KY1032 apresentaram redução no ganho de peso

corporal e ainda, redução no peso do tecido adiposo. Da mesma forma, estudo

realizado por Alipour e colaboradores (2021) verificou que a suplementação com

Lactobacillus rhamnosus PB01 reduziu o peso de camundongos C57BL/6 fêmeas

que tiveram obesidade induzida por HFD.
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Estes estudos e muitos outros descritos na literatura sugerem que os efeitos

conhecidos como “anti-obesidade” vêm na sua maioria da suplementação com

probióticos do gênero Lactobacillus (KOBYLIAK et al., 2016). Visto que intervenções

com probióticos originados de bactérias ácido láticas (BAL) são capazes de reduzir

os acúmulos de gorduras, representando um método de alteração natural da

microbiota intestinal (YADAV et al., 2013), e ainda, modular a expressão e secreção

de hormônios relacionados ao metabolismo que podem melhorar a obesidade (TSAI;

CHENG; PAN, 2014).

De acordo, Backhed et al., 2007 níveis séricos de citocinas inflamatórias

presentes na inflamação crônica de baixo grau, como por exemplo TNF-α, IL-6,IL-1β

e MCP-1, foram reduzidos em camundongos que receberam tratamento com

probióticos originados de BAL, da mesma forma Park et al., 2013 verificaram a

redução das citocinas no tecido adiposo de camundongos obesos também tratados

com BAL.

Seguindo essa linha, o nosso estudo se propôs a analisar os efeitos de um

candidato probiótico da cepa Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 isolado de leite de

búfala e seu potencial foi demonstrado in vitro por Breyer et al., 2020. Com base no

exposto, a hipótese central deste estudo é que a suplementação de probióticos, ao

longo da vida do animal, pode ter efeito neuroprotetor ou até mesmo reverter os

prejuízos causados no sistema nervoso central pela dieta hiperlipídica consumida ao

longo da vida.
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2. JUSTIFICATIVA
O uso de probióticos têm ganhado destaque e sendo bastante investigado

devido ao seu potencial efeito na redução da produção de mediadores inflamatórios,

atuando em vias de sinalização celular e tem se mostrado ser capaz de alterar o

padrão de expressão de determinados genes. Levando esse cenário em

consideração, nosso trabalho se propõe a estudar o papel do bulbo olfatório nesse

contexto e como essas intervenções afetam seu funcionamento.
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3. HIPÓTESE
A hipótese central deste estudo é de que a suplementação com probióticos

será capaz de proteger o aparecimento de alterações metabólicas,

comportamentais, imunológicas e genéticas causadas pela alimentação rica em

gordura ao longo da vida.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da dieta hiperlipídica e da suplementação com probiótico na

expressão de genes do sistema dopaminérgico, via neuroinflamatória e envolvidos

na homeostase energética no bulbo olfatório. Além disso, analisar os efeitos desses

tratamentos em parâmetros bioquímicos e memória de longo prazo em

camundongos machos adultos.

4.2 Objetivos Específicos
- Analisar a expressão gênica, em nível transcricional, do receptor da

dopamina (Drd2), tirosina hidroxilase (Th), fator neurotrófico derivado do cérebro

(Bdnf), sirtuina (Sirt1), receptor de prolactina (Prlr) no bulbo olfatório;

- Quantificar a concentração sérica de glicose e triglicerídeos;

- Calcular o índice de Lee;

- Avaliar a memória de longo prazo.
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5. ARTIGO CIENTÍFICO
O artigo intitulado “High-fat diet and probiotic supplementation do not

alter memory but modulate gene expression in the olfactory bulb of mice” foi

submetido à revista Brain Research Bulletin com fator de impacto (2022): 3.715.

É possível consultar as normas exigidas no endereço eletrônico:

https://www.elsevier.com/journals/brain-research-bulletin/0361-9230/guide-for-author

s.
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6. DISCUSSÃO
Nosso estudo investigou o efeito da HFD e do candidato a probiótico

Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 na função cognitiva e na expressão gênica no

bulbo olfatório de camundongos machos adultos. Os principais achados do estudo

mostraram que HFD por 16 semanas não causou comprometimento cognitivo e a

suplementação de probióticos não alterou a memória de longo prazo desses

animais. Além disso, demonstramos que camundongos machos alimentados com

HFD tiveram um aumento na expressão do gene Th em comparação com

HFD+PROB. E ainda, camundongos alimentados com HFD e CONT+PROB

apresentaram diminuição da expressão do gene Sirt1.

Estudos prospectivos avaliando camundongos machos C57BL/6J mostraram

que a alimentação com HFD causa um ganho de peso significativo e aumento dos

níveis de glicose, triglicerídeos e colesterol total no sangue, mas não nos níveis de

ácidos graxos livres (LIU et al., 2016; TOTTEN et al., 2020, Wang et al., 2020). Em

nosso estudo, HFD por 16 semanas aumentou o ganho de peso e o índice de Lee,

mas não mostrou diferenças entre os grupos para as concentrações séricas de

glicose e triglicerídeos.

Por outro lado, diferentemente dos nossos resultados, outros estudos

mostraram potenciais efeitos terapêuticos do Lacticaseibacillus rhamnosus para

melhorar as alterações metabólicas produzidas pela HFD (KIM et al., 2016; YANG et

al., 2021; CHEN et al., 2021). Chen et al. (2021) verificaram que a administração do

Lacticaseibacillus rhamnosus LRH05 causou uma diminuição significativa no peso

corporal, ganho de peso corporal e níveis séricos de TG, e uma redução modesta

nos níveis de glicose no sangue sem diferença significativa.

Já foi demonstrado em humanos e roedores que o consumo de HFD pode

causar comprometimento cognitivo muito antes de aparecerem sinais claros de

obesidade (HOLLOWAY et al., 2011; BEILHARZ et al., 2014; BEILHARZ et al.,

2016). No entanto, os efeitos da HFD no aprendizado e na memória podem ser

influenciados por muitos fatores, como diversidade entre as linhagens de animais,

idade, duração da exposição e composição da dieta. Wang et al., (2020) concluíram

que regiões cerebrais como o hipocampo podem ser afetadas precocemente pela

HFD e que alterações bioquímicas e estresse oxidativo podem contribuir para as
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disfunções e distúrbios cognitivos relatados nesses animais. De fato, a obesidade e

a alimentação prolongada com HFD estão associadas à sensibilidade olfativa

reduzida (THIEBAUD et al., 2014; FERNÁNDEZ-ARANDA et al., 2015; TAKASE et

al., 2016).

Curiosamente, nossos resultados mostraram que a HFD não levou à

disfunção cognitiva, nem a suplementação de probióticos foi capaz de alterar a

memória de longo prazo medida pela ORT. Nesse contexto, Leyh et al. (2021)

relataram que, embora a obesidade induzida por HFD possa ter consequências

prejudiciais para a flexibilidade cognitiva, os autores verificaram que longos períodos

de excesso de gordura na dieta por si só não causam déficits de aprendizado ou

comprometimento da memória espacial, resultados semelhantes ao nosso estudo.
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7. CONCLUSÕES
A partir dos nossos resultados podemos concluir que:

- O consumo de HFD e a suplementação com o Lacticaseibacillus rhamnosus

LB 1.5 não alteraram os níveis séricos de glicose e triglicerídeos, assim como

não provocaram prejuízo na memória de longo-prazo;

- A dieta HFD causou efeito no índice de Lee destes animais;

- HFD e/ou a suplementação com o Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5

alteram a expressão gênica do Drd2, da Th e da Sirt1 no BO de machos

adultos. No entanto, não alteram a expressão gênica do Bdnf e do Prlr.
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ANEXOS
ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais
(CEUA) N° 722/21.
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