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RESUMO

Nos mamiferos, o olfato afeta diretamente o consumo e a frequéncia de ingestao
dos alimentos, uma vez que contribui para a avaliagao heddnica dos alimentos. O
bulbo olfatério (BO) € a estrutura cortical responsavel pelo processamento de sinais
quimicos que entram na cavidade nasal e devido a suas proje¢cdes para o sistema
limbico, possui papel importante nas fungdes fisioldgicas, incluindo reprodugéo,
comportamento social, localizagao e sele¢cao de alimentos, além de regular fungbes
neuroenddcrinas. A suplementagdo com probidticos vém sendo investigada pela sua
potencial agdo na redugdo de mediadores inflamatorios. Nosso objetivo foi avaliar a
expressao de genes relacionados com o sistema dopaminérgico, neuroinflamagéao e
a homeostase energética no BO, bem como parametros bioquimicos no soro € a
memoria de longa duragdo em machos alimentados com dieta hiperlipidica e
suplementacdo de probidticos por 16 semanas. Foram utilizadas amostras de
camundongos machos (n=36) da linhagem C57BL/6J provenientes do projeto
“‘Analise de intervencdes na dieta e suplementagdo com probidtico, em diferentes
fases do desenvolvimento, através da avaliagdo de parametros comportamentais,
bioquimicos, imunoldgicos e genéticos” (CEUA numero 722/21), mantidos no biotério
da UFCSPA. Machos com 21 dias de idade foram divididos em 4 grupos: controle
(CONT, recebeu dieta padrao de biotério), controle + probidtico (CONT+PROB),
hiperlipidica (HFD) e hiperlipidica + probiético (HFD+PROB), todos com livre acesso
a agua. Utilizou-se uma nova preparagao probiotica composta por Lacticaseibacillus
rhamnosus LB1.5 que contém contagens viaveis de 1,3 x 10® 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). Apds o teste comportamental, os animais
foram anestesiados e eutanasiados para coleta do material biolégico. O BO foi
coletado e avaliou-se a expressao génica relativa dos seguintes genes: receptor da
dopamina (Drd2), tirosina hidroxilase (Th), fator neurotréfico derivado do cérebro
(Bdnf), sirtuina 1 (Sirt1) e receptor de prolactina (Prir). No soro foi quantificada a
concentragdo de glicose e triglicerideos. Nao houve diferenga significativa na
memoria de longa duragdo, mensurada pelo ORT, entre os 4 grupos estudados
(p>0,05). Em relacdo a expressao génica, a expressao do Drd2 apresentou um

efeito do probidtico, mas nenhuma diferenca estatistica no ps teste. Entretanto,



analisamos o gene Th e encontramos interacdo entre os fatores, dieta e tratamento
e efeito do probidtico. No teste de post hoc, verificamos que a expressdo génica
relativa de Th era mais baixa no grupo HFD+PROB quando comparado ao grupo
HFD (p<0.05). Na andlise da expressédo génica de Sirt1, a ANOVA de duas vias
mostrou interacdo entre os fatores, dieta e tratamento, onde a expressao de Sirt1
diminuiu significativamente no grupo HFD e no grupo CONT+PROB (p<0.01). Nao
encontramos diferengas na expressao génica de Prir e Bdnf, nem nos parametros
bioquimicos analisados. Como conclusao, a dieta rica em gordura e suplementacao
probidtica utilizadas durante 16 semanas n&o alteram a memodria de longo prazo,
mas modulam a expressdo génica no bulbo olfatério de camundongos machos

adultos.

PALAVRAS-CHAVE: Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5, sirtuina1l, sistema
dopaminérgico, receptor de prolactina, fator neurotréfico 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 10® 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 (Drd?2), tyrosine
hydroxylase (Th), brain-derived neurotrophic factor (Bdnf), sirtuin 1 (Sirt7) 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 Prir 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. INTRODUGAO

1.1 Sistema olfatério

Em mamiferos, o sistema olfatério pode discriminar milhares de estimulos
quimicos. Este sistema é discutido por varios autores devido a sua importancia em
diversos aspectos anatbmicos, fisioldgicos e comportamentais (WHITTEN;
CHAMPLIN, 1959).

A regulacdo do metabolismo é fundamental para que um organismo possa
responder de modo rapido e eficiente a variagcbes das condicbes ambientais,
alimentares ou ainda, a condicbes adversas como traumas e doencas. Esta
regulagéo visa manter constante um conjunto de condi¢gées dentro das células, uma
condigdo chamada homeostase. A regulagao metabdlica é extremamente complexa,
envolvendo vias, 6érgdaos e hormdnios, os quais promovem ativagcdo ou inibicdo de
reacbes quimicas especificas para cada situacdo resultando em respostas
bioldégicas adequadas (RIERA et al., 2017).

Neste contexto, o olfato afeta diretamente o consumo e a frequéncia da
ingestdo dos alimentos pelos roedores, assim como em outros animais (LOCH;
BREER; STROTMANN, 2015). A ingestdo alimentar depende da interagé&o entre a
regulagdo homeostatica e as sensacdes hedbnicas, ou seja, sensacgdes de
satisfagcdo e prazer. A olfagdo € um dos sistemas sensoriais que contribui para a
avaliacdo hedbnica dos alimentos, que por sua vez influencia as escolhas e o
consumo alimentar (PALOUZIER-PAULIGNAN et al., 2012).

O bulbo olfatério (BO) € uma estrutura cortical do sistema nervoso central
responsavel (SNC) pelo processamento de sinais quimicos (moléculas odoriferas)
que entram em contato com a cavidade nasal (SHIPLEY; ENNIS; PUCHE, 2003).
Além disso, devido a suas conexdes com estruturas do sistema limbico, como
mostra a figura 01, possui papel importante nas fungdes fisioldgicas, incluindo
reproducdo, comportamento social e comunicacdo, localizacdo e selecdo de
alimentos, comportamento materno, além de regular fungdes neuroenddcrinas
(SHIPLEY; ENNIS; PUCHE, 2003). O BO desempenha um papel importante na
plasticidade olfativa. Os astrocitos s&o consideravelmente importantes nessa

estrutura, garantindo a transmissado do sinal dos neurdnios sensoriais olfativos
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(OSNs) para as areas 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 mudancgas na dieta (WHALLEY, K., 2014).

Figura 01:

IEarmed

anr/ S | - -
inputs

\L_ Behavioral

outputs

Desenho esquematico que mostra os circuitos olfativos de camundongos. Os odorantes sé&o
detectados por moléculas expressas em OSNs dentro do OE. Sinais de ligacdo de odores sao
convertidos em um mapa topografico de glomérulos ativados no OB. As informag¢des de odor sao
entdo transmitidas por células mitrais/tufadas para varias regides para reconhecimento de odor e
tomada de decisdo (SAKANO, 2020). Abreviagdes: OE epitélio olfativo; OSNs neurdnios sensoriais

olfativos; OB bulbo olfatério; M/T cells células mitrais e tufosas; OC coértex olfatério.

Em roedores, a olfacdo se difere em concordancia com a anatomia em duas
vias, de acordo com a natureza da informagdo processada, como observado na
figura 02. Uma delas € o bulbo olfatério principal (BOP) que € responsavel por
distinguir uma gama de odores encontrados no ambiente e relacionar esses odores
com varios tipos de comportamentos. Axénios dos neurénios 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 cortex piriforme, o cértex parahipocampal anterior (cortex entorrinal) e a
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amigdala, todas do lado ipsilateral, para posterior processamento. Este
encaminhamento de informagdes sensoriais diretamente do bulbo olfatério para os
centros corticais ignoram o talamo, ao contrario do encaminhamento em outros
sistemas sensoriais (ENNIS; HAMILTON; HAYAR, 2007; SHIPLEY; ENNIS, 1996).
Outra via € o bulbo olfatério acessorio (BOA) que é um sistema que define
acdes menos complexas, detectando uma quantidade menor de odores, como
moléculas de feromonios, apresentando a informagao central para dar inicio a um
comportamento especifico ou a respostas enddcrinas (BAUM, 2010).
Figura 02:

VNO MOE
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Desenho esquematico que mostra as conexdes do BOA (esquerda) e do BOP (direita) do sistema
olfativo de camundongos. O sombreado claro mostra areas que recebem entrada direta do BOP, ja o
sombreado escuro mostra areas que recebem entrada direta do BOA. Na amigdala as areas
sombreadas claras indicam a amigdala olfativa e as areas sombreadas escuras indicam a amigdala
vomeronasal (BAUM, 2010). Abreviagdes: VNO 6rgao vomeronasal; AOB bulbo olfatério acessorio;
MeA amigdala medial; MePD amigdala medial postero dorsal; PMCo amigdala cortical posteromedial;
Aco amidgala cortical anterior; PLCo amigdala cortical posterolateral; BNST nucleo da estria terminal
— lateral (L) e medial (M); mPOA area pré-optica medial; VMH nucleo hipotalamico ventromedial; VTA

area tegmental ventral; Acb nucleo accubens; MOE epitélio olfatério principal; MOB bulbo olfatério

principal; AON nucleo olfatério anterior; OT trato olfatério; Pir cortex piriforme; Ent cértex entorrinal.

Em virtude disso, o sistema olfatério € capaz de processar informagdes de
dois estimulos: os feroménios, captados pelo 6rgao vomeronasal (OVN) e os
estimulos quimicos do ar captados pelo EO, os dois localizados na cavidade nasal.
Os receptores do OVN se projetam para o BOA, situado na regido dorsocaudal do
BOP. Esses sinais sdo processados no BO e sdo projetados para varias areas
envolvidas na percepcdo, como a amigdala e o hipotalamo (SANCHEZ-ANDRADE;
JAMES; KENDRICK, 2005). O BOP, que capta uma gama bastante variada de
odores, recebe aferéncias do EO e envia suas eferéncias para a amigdala medial
(AMe) (BAUM, 2010).

A percepcao olfatéria acontece nos neurbnios sensoriais presentes no EO
que se projetam até o BOP (tem sua organizagao laminar, dividida em camadas de
acordo com o tipo celular principal). A projecéo dos neurdnios sensoriais € feita pelo
nervo olfatério, que encaminha milhares de axénios do EO até a camada glomerular,
onde comeca a integragao sinaptica do BO. Animais em jejum apresentam maior
sensibilidade e exibem maior tempo de exploracido de odores alimentares do que
aqueles ja saciados (AIME et al., 2007; PRUD’HOMME et al., 2009). Baseado nisso
os hormoénios orexigenos e anorexigenos conhecidos por agirem nos receptores
localizados no sistema olfativo, sdo candidatos cotados para modulagbes a respeito
da alimentacgao e saciedade (PALOUZIER-PAULIGNAN et al., 2012).

A olfacdo modula a ingestdo através da localizagdo e da diferenciagao das
fontes de alimentos. Dada a relac&o entre o processamento olfativo e a ingestao de
alimentos, espera-se que mudancas no estado nutricional modifiquem as reagoes

aos odores. Consistente com isso, a sensibilidade olfativa € aprimorada pelo jejum e
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reduzida pela alimentagdo tanto em roedores quanto em seres humanos (AIME et
al., 2007).

Roedores que passam pelo procedimento de ablagcdo do BO tornam-se
resistentes ao desenvolvimento da obesidade induzida por dieta e, ainda,
apresentam aumento da termogénese no tecido adiposo marrom e nos depdsitos
inguinais. A percepgao olfativa diminuida estimula o sistema nervoso simpatico,
resultando na ativagdo de receptores B-adrenérgicos em adipocitos brancos e

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

1.1.1 Neuroquimica do sistema olfatério

Diversos neurotransmissores participam da neuroquimica do sistema olfatério
e, como consequéncia, estdo envolvidos na modulagcao dos estimulos odoriferos
(HALASZ; SHEPHERD, 1983). Estudos no BO de camundongo indicam que quase
todos os interneurdnios expressam o fenotipo GABAérgico (KIYOKAGE et al., 2010;
PANZANELLI et al., 2007; PARRISH-AUNGST et al., 2007). Um subconjunto de
interneurbnios  periglomerulares  coexpressa dopamina, enquanto outros
subconjuntos s&o caracterizados pela coexpressdo de peptideos neuroativos ou
proteinas de ligacdo ao célcio (KOSAKA et al., 1998; PARRISH-AUNGST et al.,
2007; TOIDA, 2008). Estudo prévio (HSIA et al., 1999) mostrou que a ativagao do
receptor D2 da dopamina promove diminuigao significativa na transmissao sinaptica
entre neurdnios olfativos e células mitrais. Além disso, a dopamina liberada no BOP
aumenta a atividade sinaptica dessas células. Também, no BOP a serotonina é
liberada por neurdnios originados nos nucleos da rafe. A entrada serotoninérgica do
nucleo da rafe para o bulbo olfatério principal tem como alvo a camada glomerular,
onde a serotonina atua nas células periglomerulares para aumentar a inibicdo das
células mitrais e em tufos (PETZOLD; HAGIWARA; MURTHY, 2009).

Além de neurotransmissores, neuropeptideos participam da neuroquimica do
BO, dentre eles podemos citar: grelina, leptina e insulina.

A grelina é um hormdnio orexigeno sintetizado principalmente pelo sistema
gastrointestinal e, em menores quantidades, pelo SNC, rins, placenta e coragéo
(KOJIMA et al., 1999). Nos seres humanos, a grelina induz a fome, estimula a

ingestao de alimentos e aumenta o prazer das refeicdes (DRUCE et al., 2005). Sua
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acao nos neurdnios olfatérios € aumentar a capacidade de resposta frente a
odorantes com caracteristicas estruturais distintas (LOCH; BREER; STROTMANN,
2015).

Outro importante horménio é a leptina, horménio anorexigeno sintetizado
basicamente pelos adipécitos, em menores quantidades pela placenta, mucosa
gastrica, musculo esquelético (NEGRAO; LICINIO, 2000), cértex, cerebelo, hipdfise,
hipotalamo e BO (MORASH et al., 2014). No hipotalamo ela promove a redugao do
consumo alimentar e o aumento do gasto energético, além de regular a fungao
neuroenddcrina e o metabolismo da glicose e das gorduras (TRAYHURN; BING,
2006). O efeito da leptina no desempenho olfativo € anatomicamente refor¢ado pelo
fato de que, junto do hipotalamo, o sistema olfativo € também um dos seus principais
alvos, devido aos seus receptores serem altamente expressos no cortex piriforme no
BO (JULLIARD et al., 2007). Similar a insulina, a leptina & capaz de modular o
comportamento olfativo, assim como o disparo neural (JULLIARD et al., 2007).

A insulina (IN), horménio anabdlico, € liberada pelas células beta pancreaticas
em resposta ao estado alimentado, de maneira que se torna dependente da glicose
(HENQUIN, 2011). A sintese de IN no SNC foi apontada em estruturas como o
hipocampo e BO, sugerindo que possa exercer fungdes relacionadas a memoria e
ao comportamento alimentar (DEVASKAR et al., 1994). O BO ¢ a regiao do cérebro
com a maior concentragao de IN (BASKIN et al, 1983), bem como a maior densidade
de receptores de IN (HILL et al., 1986).

1.2 Dieta hiperlipidica

A dieta hiperlipidica (HFD) é caracterizada por sua principal fonte de energia
ser proveniente de gorduras e € um modelo bastante comum de dieta consumida
atualmente, conhecida também como dieta ocidental (CORDNER; TAMASHIRO,
2015). No entanto, este tipo de dieta acarreta importantes prejuizos na qualidade de
vida de quem a consome, por estar relacionada a hiperlipidemia, resisténcia a
insulina, hipertensdo, aterosclerose, diabetes, obesidade, sindrome metabdlica e
depressdo (LABORDE; SAEZ-SANTIAGO, 2013; GOODPASTER et al., 2005;
FORD, 2004; STUNKARD et al., 2003). Justamente, pela HFD induzir a producéao de

citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6, TNF-a, no figado, tecido adiposo e
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musculo, ela causa um quadro de inflamagdo de baixo grau (WEISBERG et al.,
2003; CAl et al., 2005).

Uma dieta desequilibrada, como a HFD que possui altos niveis de gordura
tem sido associada a diminuicdo da motilidade intestinal, prejudicando o
funcionamento das jungdes oclusivas, promovendo aumento da permeabilidade
intestinal. Isso pode representar um problema expressivo visto que, a
permeabilidade intestinal € controlada com rigor para garantir que os mecanismos
de defesa funcionem perfeitamente e junto disso ocorra a absorcdo dos nutrientes
necessarios para a manutengao na homeostase (KIM et al., 2012; CANI et al., 2008).
Os maleficios do consumo da HFD a longo prazo podem ir ainda mais longe,
chegando ao SNC e causando neuroinflamacdao (MILLER; SPENCER, 2014;
ALMEIDA-SUHETT et al., 2017).

Além do mais a HFD ja demonstrou aumentar os niveis séricos de
lipopolissacarideo (LPS), causando endotoxemia, o0 qué mais uma vez estimula a
producao das citocinas pro-inflamatérias (AGGARWAL; SWAMI; KUMAR, 2013).
Chompre et al., 2022 mostraram que ratos alimentados com HFD durante apenas 30
dias ja demonstraram desespero comportamental (Qque € quando o animal passa
mais tempo durante o teste de natacio forgcada, fazendo apenas movimentos para
manter a cabeca fora d’agua, desistindo de tentar escapar), alteragao na abundancia
bacteriana, aumento dos niveis séricos de leptina e acidos graxos livres, mesmo
sem ganho de peso excessivo, e obesidade presentes. Achados significantes para
entendermos que os prejuizos causados pela HFD nao estdo apenas condicionados
a animais e individuos obesos ou que a consomem por longos periodos de tempo.

Fadool; Tucker; Pedarzani (2011) demonstraram que uma dieta com 32% de
gordura reduz o numero de OSNs, da mesma forma que eleva a concentragéo
sérica de insulina e glicose, o que altera diretamente as propriedades biofisicas das
células mitrais do BO, podendo contribuir para o desequilibrio 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 consequéncia a lenta aprendizagem olfatéria, além de

apresentar uma reducgao na discriminagao olfativa (THIEBAUD et al., 2014).
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N&o so independente do grau de adiposidade, mas também independente do
periodo da vida em que o animal consome as dietas ricas em gorduras é possivel
observar os prejuizos causados por elas. Palazzo et al., 2020, mostraram que ratos
Wistar expostos a dieta durante as fases gestacional e lactacional tiveram os niveis
de Bdnf reduzidos no BO.

1.3 Probiéticos

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United States Nations
(FOA) e a World Health Organization (WHQ) probidticos sdo definidos como:
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Devido ao aumento dos estudos e
achados sobre a tematica, ambas instituicdes (FOA e WHQO) elaboraram no inicio
dos anos 2000 um documento intitulado “Probiotics in food, health and nutritional
properties and guidelines for evaluation”, concentrando informag¢des relevantes e
servindo como uma guia para futuros estudos.

Probidticos sdo microrganismos vivos, entretanto ndo € todo microrganismo
vivo que pode ser considerado um probi6tico. Faz-se necessario uma série de testes
in vitro para que haja a validacdo de uma cepa probidtica, tais como: resisténcia a
acidez gastrica, resisténcia aos sais biliares, aderéncia ao muco, atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas e capacidade de reduzir a adesao de
patdgenos a superficies (FAO/WHO, 2006).

A suplementagdo com probidticos esta sendo utilizada e aponta alguns
beneficios, como diminuigdo do colesterol, regulagdo imunolégica, digestiva e
respiratoria, além de importante papel sobre doencas 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 combinagao
com Lactobacillus plantarum KY1032 apresentaram reducdo no ganho de peso
corporal e ainda, redu¢cdo no peso do tecido adiposo. Da mesma forma, estudo
realizado por Alipour e colaboradores (2021) verificou que a suplementagdo com
Lactobacillus rhamnosus PB01 reduziu o peso de camundongos C57BL/6 fémeas

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” vém na sua maioria da suplementagdo com
probioticos do género Lactobacillus (KOBYLIAK et al., 2016). Visto que intervengdes
com probiéticos originados de bactérias acido laticas (BAL) sdo capazes de reduzir
0os acumulos de gorduras, representando um método de alteracdo natural da
microbiota intestinal (YADAV et al., 2013), e ainda, modular a expressao e secregao
de horménios relacionados ao metabolismo que podem melhorar a obesidade (TSAI;
CHENG; PAN, 2014).

De acordo, Backhed et al., 2007 niveis séricos de citocinas inflamatorias
presentes na inflamagao crénica de baixo grau, como por exemplo TNF-a, IL-6,IL-13
e MCP-1, foram reduzidos em camundongos que receberam tratamento com
probiodticos originados de BAL, da mesma forma Park et al., 2013 verificaram a
reducdo das citocinas no tecido adiposo de camundongos obesos também tratados
com BAL.

Seguindo essa linha, o nosso estudo se propds a analisar os efeitos de um
candidato probidtico da cepa Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 isolado de leite de
bufala e seu potencial foi demonstrado in vitro por Breyer et al., 2020. Com base no
exposto, a hipotese central deste estudo € que a suplementacao de probidticos, ao
longo da vida do animal, pode ter efeito neuroprotetor ou até mesmo reverter os
prejuizos causados no sistema nervoso central pela dieta hiperlipidica consumida ao

longo da vida.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de probidticos tém ganhado destaque e sendo bastante investigado
devido ao seu potencial efeito na redu¢ao da produgao de mediadores inflamatodrios,
atuando em vias de sinalizagao celular e tem se mostrado ser capaz de alterar o
padrao de expressdo de determinados genes. Levando esse cenario em
consideragao, nosso trabalho se propde a estudar o papel do bulbo olfatério nesse

contexto e como essas intervengdes afetam seu funcionamento.
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3. HIPOTESE

A hipétese central deste estudo € de que a suplementacdo com probidticos
sera capaz de proteger o aparecimento de alteragbes metabdlicas,
comportamentais, imunoldgicas e genéticas causadas pela alimentagdo rica em

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

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica e da suplementacdo com probidtico na
expressao de genes do sistema dopaminérgico, via neuroinflamatéria e envolvidos
na homeostase energética no bulbo olfatério. Além disso, analisar os efeitos desses
tratamentos em parédmetros bioquimicos e memodria de longo prazo em

camundongos machos adultos.

4.2 Objetivos Especificos

- Analisar a expressao génica, em nivel transcricional, do receptor da
dopamina (Drd2), tirosina hidroxilase (Th), fator neurotréfico derivado do cérebro
(Bdnf), sirtuina (Sirt1), receptor de prolactina (Prir) no bulbo olfatério;

- Quantificar a concentragao sérica de glicose e triglicerideos;

- Calcular o indice de Lee;

- Avaliar a memoria de longo prazo.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

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

E possivel consultar as normas exigidas no endereco eletrdnico:

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

Nosso estudo investigou o efeito da HFD e do candidato a probidtico
Lacticaseibacillus rhamnosus LB1.5 na fungdo cognitiva e na expressao génica no
bulbo olfatério de camundongos machos adultos. Os principais achados do estudo
mostraram que HFD por 16 semanas nao causou comprometimento cognitivo e a
suplementagcédo de probidticos nao alterou a memodria de longo prazo desses
animais. Além disso, demonstramos que camundongos machos alimentados com
HFD tiveram um aumento na expressdo do gene Th em comparagdo com
HFD+PROB. E ainda, camundongos alimentados com HFD e CONT+PROB
apresentaram diminuicao da expressao do gene Sirt1.

Estudos prospectivos avaliando camundongos machos C57BL/6J mostraram
que a alimentagdo com HFD causa um ganho de peso significativo e aumento dos
niveis de glicose, triglicerideos e colesterol total no sangue, mas nao nos niveis de
acidos 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 indice de Lee,
mas ndo mostrou diferengas entre os grupos para as concentragdes seéricas de
glicose e triglicerideos.

Por outro lado, diferentemente dos nossos resultados, outros estudos
mostraram potenciais efeitos terapéuticos do Lacticaseibacillus rhamnosus para
melhorar as alteragbes metabdlicas produzidas pela HFD (KIM et al., 2016; YANG et
al., 2021; CHEN et al., 2021). Chen et al. (2021) verificaram que a administragéo do
Lacticaseibacillus rhamnosus LRHO5 causou uma diminuicdo significativa no peso
corporal, ganho de peso corporal e niveis séricos de TG, e uma redugdo modesta
nos niveis de glicose no sangue sem diferenga significativa.

Ja 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 memoria podem ser
influenciados por muitos fatores, como diversidade entre as linhagens de animais,
idade, duracado da exposi¢cao e composig¢ao da dieta. Wang et al., (2020) concluiram
que regides cerebrais como o hipocampo podem ser afetadas precocemente pela

HFD e que alteragdes bioquimicas e estresse oxidativo podem contribuir para as
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disfungdes e disturbios cognitivos relatados nesses animais. De fato, a obesidade e
a alimentagdo prolongada com HFD estdo associadas a sensibilidade olfativa
reduzida (THIEBAUD et al., 2014; FERNANDEZ-ARANDA et al., 2015; TAKASE et
al., 2016).

Curiosamente, nossos resultados mostraram que a HFD n&o levou a
disfungdo cognitiva, nem a suplementagcdo de probidticos foi capaz de alterar a
memoria de longo prazo medida pela ORT. Nesse contexto, Leyh et al. (2021)
relataram que, embora a obesidade induzida por HFD possa ter consequéncias
prejudiciais para a flexibilidade cognitiva, os autores verificaram que longos periodos
de excesso de gordura na dieta por si s6 ndo causam déficits de aprendizado ou

comprometimento da memoria espacial, resultados semelhantes ao nosso estudo.
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7. CONCLUSOES

A partir dos nossos resultados podemos concluir que:

- O consumo de HFD e a suplementagao com o Lacticaseibacillus rhamnosus
LB 1.5 ndo alteraram os niveis séricos de glicose e triglicerideos, assim como
nao provocaram prejuizo na memoria de longo-prazo;

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

- HFD elou a suplementacdo com o Lacticaseibacillus rhamnosus LB 1.5
alteram a expressao génica do Drd2, da Th e da Sirt1 no BO de machos

adultos. No entanto, ndo alteram a expressao génica do Bdnf e do Prir.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) N° 722/21.

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

CEUA -COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO
1) PROTOCOLO N°: 273/20

2) DATA DO PARECER: 13 de janeiro de 2021 Parecer 722/21

3) TITULO DO PROJETO:

Aniilise de intervencoes na dieta, em diferentes fases do desenvolvimento, através da
avaliacdo de parametros comportamentais, bioquimices, imunolégicos e genéticos.

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Mircia Giovenardi

5) RESUMO DO PROJETO:

O projeto tem como objetivo avaliar os efeitos de intervencdes na dieta (restricdo calorica,
probioticos e dieta hipercalérica), em diferentes fases da vida do animal, através da analise
de pardmetros comportamentais, bioquimicos, imunolégicos e genéticos. A hipdtese central
deste estudo é que a restricio caldrica e a administracdo de probidticos no periodo
gestacional e lactacional poderdo proteger a interface materno fetal, além de prevenir na
vida adulta e na senescéncia, o aparecimento de alteracdes metabdlicas, comportamentais,
imunologicas e genéticas causadas pela alimentacdo hipercaldrica ao longo da vida. Para
testar essa hipdtese, este projeto propde a utilizagdo de camundongos machos (n=322) e
fémeas (n=300) da linhagem C57BL/6J, mantidos no biotério da UFCSPA, que serdo
divididos em 4 experimentos. Para os experimentos I e IT, as fémeas (n=10/grupo) receberio
um dos 5 diferentes tipos de dieta: dieta controle (CONT, dieta padrdo, ad libitum); dieta
restritiva (RD, reducdo de 40% da dieta padrdo), dieta controle + probidtico (PB), dieta
hipercalérica (HD, dieta com cerca de 30% a mais de Kcal do que a dieta normal, ad
libitum) e dieta hipercalorica + probidtico (HD+PB, dieta com cerca de 30% a mais de Kcal
do que a dieta normal, ad libitum) e livre acesso a agua. O probidtico sera administrado
diariamente por gavagem. Ja para os experimentos III (n=10/grupo) e IV (n=12/grupo),
machos com 21 dias de idade, apds o desmame, também receberdo um dos 5 diferentes
tipos de dieta e passardo por testes de comportamento ao longo da vida. No material
biolégico coletado serdo determinados os niveis das citocinas pro e anti-inflamatorias,
acidos graxos e fator de crescimento na placenta; os niveis das citocinas pro-inflamatérias
no hipotalamo, hipocampo e cdrtex cerebral. Também serd avaliada a permeabilidade da
barreira hematoencefilica; o estado de ativacdo microglial e astrocitaria no cortex cerebral e
hipocampo; o nivel de infiltracdo linfocitaria no tecido nervoso; a expressdo da sirtuina-1,
do tol-like receptor-4 (TLR-4) e NLRP3 no hipocampo e no cortex cerebral; a
neuroplasticidade no hipotalamo, hipocampo e cortex cerebral; e, a expressio do POMC e
receptor de leptina no hipotalamo. Os dados estudados serdo expressos por média = erro
padrdo, e analisados quanto a normalidade. Os dados paramétricos serdo analisados por
ANOVA de um ou duas vias (de acordo com o objetivo) seguida de Post-Hoc e, os nio-
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paramétricos serdo analisados por Kruskal-Wallis. O nivel de significancia aceito sera de
p<0,05.
6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Objetivo geral:

Avaliar os efeitos de intervencdes na dieta (restricdo caldrica, probidticos e dieta
hipercalérica), em diferentes fases da vida do animal através da analise de pardmetros
comportamentais, bioquimicos, imunolégicos e genéticos.

Objetivos especificos:

- Determinar os niveis das citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, acidos graxos e
fator de crescimento na placenta das mées;

- Determinar os niveis das citocinas pro-inflamatorias no hipotdlamo, hipocampo e cortex
cerebral;

- Avaliar a permeabilidade da barreira hematoencefalica;

- Avaliar o estado de ativagdo microglial e astrocitaria no cortex cerebral e hipocampo;

- Avaliar o nivel de infiltracdo linfocitaria no tecido nervoso;

- Analisar a expressdo da sirtuina-1, do rol-like receptor-4 (TLR-4) e NLRP3 no hipocampo
e 1o cortex cerebral;

- Avaliar a neuroplasticidade no hipotalamo, hipocampo e cortex cerebral;

- Analisar a expressiio do POMC e receptor de leptina no hipotalamo.

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ ] Ensino Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado ]:[ Comentarios

Introdugéo Adequada ]:[ Comentarios
Objetivos Adequados | | Comentarios
Relevancia e Justificativa Adequados [ | Comentdrios
Materials e Métodos Adequados | | Comentarios

Cronograma para execug¢ao da pesquisa Adequado D Comentérios

Orcamento e fonte financiadora Adequados D Comentarios
Referéncias Bibliograficas Adeguadas [:| Comentarios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLAGAO VIGENTE:

Sim [ ] Nao

10) INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dorlestresse: B | x c ]:] D |:] E D
Justifique:
Espécie: Camundongo da linhagem C57BL/6] NUmero Amostral: 622
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Redugdo Amostral: [ ]sim [x | Nao
Justifique:
Substituicdo de Metodologia: ]:| Sim IZ| Néo

Se achar necessdrio, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [ ]sim [x | Nao
Se achar necessdrio, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodacdo e manutencao dos animais: Adequada |:] Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulagio dos animals: [x ] Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): [ ] Adequada | | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com analgésico substituto:

Nao se aplica

Anestesia dos animais (se aplicavel): Adequada I:l Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com anestésico substituto:
Eutanasia dos animais (se aplicavel): Adequada |:| Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com metodologia substituta.

Local de Realizagao (Biotério/Labotardrio):

Biotério da UFCSPA.

Laboratorio de Fisiologia Comportamental e Metabdlica.
Laboratério de Biologia Molecular

Laboratorio de Patologia

Qutra instituicdo. Qual?

11) CRONOGRAMA DE UTILIZAGAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
Nao definido Camundongo Machos 222
isogénico Fémeas 150

12) RECOMENDAGAO: As pendéncias deverdo ser respondidas em uma carta,
indicando as paginas do projeto que foram alteradas (nova versao), assinadas
pelo pesquisador responsavel.

Aprovado
D Com Pendéncia

|:| N&o aprovado
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Data de Inicio: 01/06/2020 e Data de Término: 31/05/2023
Comentarios gerais sobre o projeto:
Aceito o adendo solicitando mais 15 animais: 7 machos e 8 fémeas.

" A CEUA informa que conforme a Portaria n® 29/2020/Reitoria, de 3/julho/2020 da
UFCSPA, as atividades presenciais seguem suspensas, sendo assim os cronogramas
experimentais dos projetos devem atender o apresentado pela UFCSPA. Modificacdes
na liberagdo das atividades presenciais por parte da Universidade, necessitara ajustes
nos cronogramas quando necessario."
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Possui graduagdo em biomedicina pelo Centro Universitario Ritter dos Reis (UNIRITTER), onde obteve bolsa
integral pelo Programa Universidade para todos (PROUNI). Possui habilitagdo em histotecnologia clinica e
microbiologia, com experiéncia em anatomia patoldgica pelo Laboratcrio Central de Anatomia e Citopatologia do
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Endereco

Formagdo académica/titulacdo
2020 Mestrado em andamento em BIOCIENCIAS (Coniceito CAPES 4).
Fundag&o Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre, UFCSPA, Brasil.
Titulo: Estudo do bulbo olfatério de animais adultos que foram submetidos a diferentes
dietas ao longo da vida..
Orientador: @ Marcia Giovenardi.
Coorientador: Vanessa Feistauer.
Palavras-chave: bulbo olfatdrio; neurcinflamacgo; dieta hipercalorica; dieta de restricéo.
Grande area: Ciéncias Biologicas
2016 - 2019 Graduacdo em Biomedicina.
Centro Universitario Ritter dos Reis, UniRITTER, Brasil.
Titulo: O Contexto da Histerectomia no Sistema Unico de Satide Brasileiro..
Orientador: Dra Virginia Meneghini Lazzari.
Bolsista do(a): ProUni, PROUNI, Brasil.

Formacdao Complementar

2021 - 2021 BIOSSEGURANGA EM TEMPOS DA COVID-19. (Carga horaria: 2h).
Fundac&o Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre, UFCSPA, Brasil.
2020 - 2020 R para nao programadores: analisando dados do TCGA. (Carga horaria: 2h).
Fundacdo Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre, UFCSPA, Brasil.
2020 - 2020 How to write a Review paper. (Carga horaria: 2h).
Fundac&o Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre, UFCSPA, Brasil.
2020 - 2020 Protocolos de Manejo Clinico do Coronavirus (COVID-19). (Carga horaria: 15h).
Ministério da Satide, MS, Brasil.
2020 - 2020 Coronavirus (COVID-19): Manejo dos Casos Suspeitos.. (Carga horaria: 1h).
Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, ITIEPAE, Brasil.
2019 - 2019 Extensdo universitaria em Curso de Extensdo em Técnicas Histoldgicas 52 ediggo. (Carga
hordria: 8h).

Fundag&o Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre, UFCSPA, Brasil.

40



2019 - 2019
2019 - 2019

2016 - 2016
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Mini Curso de Uroanalise. (Carga horaria: 4h).

Centro Universitario Ritter dos Reis, UniRITTER, Brasil.
Resisténcia Bacteriana. (Carga horaria: 4h).

D&D Cursos em Satide, D&D, Brasil.

Curso de Extensao em Medicina Legal. (Carga horaria: 10h).
Instituto Galeno, INST GALENO, Brasil.

Centro Universitario Ritter dos Reis, UniRITTER, Brasil.

Vinculo institucional
2019 - 2019
Vinculo institucional
2019 - 2019

Vinculo institucional
2018 - 2018
Outras informagdes

Qualija, QUALIJA, Brasil.

Vinculo institucional
2019 - 2019
Qutras informacoes

Vinculo: Monitor, Enquadramento Funcional: Monitoria Analises Clinicas II, Carga horaria: 4

Vinculo: Monitor, Enquadramento Funcional: Monitoria Praticas em Biomedicina I, Carga
horéria: 3

Vinculo: Monitor, Enquadramento Funcional: Monitoria

Participante na qualidade de Monitora no evento XIX Saldo de Extensdo Universitaria e no
evento XX Jornada de Iniciacdo Cientifica, ambos durante a XIV SEPesq - Semana de
Extensao, Pesquisa e Pos-Graduacgo no periodo de 26 a 29 de novembro de 2018, no
Centro Universitario Ritter dos Reis.

Vinculo: Estagio Voluntario, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 10
Estagio voluntario em Gestdo da Qualidade aplicada a Laboratdrio Clinico, desenvolvendo
atividades como, elaboracdo de documentos técnicos para laboratorio clinico de acordo
com a RDC 302/2005 e o Programa de Acreditacio em Laboratério Clinico - SBPC (PALC).

Hospital Sanatdrio Partenon, HSP, Brasil.

Vinculo institucional
2019 - 2019
Qutras informagoes

Vinculo: Estagio curricular, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 30
Estagio curricular em Histotecnologia Clinica, desenvolvendo atividades como,
recebimento, cadastramento e processamento de amostras histologicas, além de digitacdo
e envio de laudos.

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, ISCMPA, Brasil.

Vinculo institucional
2019 - 2019
Qutras informagoes

Vinculo: Estagio curricular, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga horaria: 25
Estagio curricular em Microbiologia, desenvolvendo atividades como, controle de qualidade
interno e externo, controle de temperaturas dos equipamentos, preparacgo de meios de
cultivos, preparacao de amostras para teste, analises microbiolégicas em aguas, reagentes,
formulas lacteas, leite humano, ar ambiente, tecido humano, testes biologicos de
esterilizacdo e coloracdo de gram.

Laboratério Médico Doutor Maricondi, MARICONDI, Brasil.

Vinculo institucional

2020 - 2021 Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Biomédica, Carga horaria: 40

Qutras informacoes Biomédica coordenadora de equipe em unidade de testes rapidos de COVID-19, situada na
Refinaria Alberto Pasqualini na cidade de Canoas-RS.

Idiomas

inglés Compreende Rafoavelmente, FEERazoavelmente, Lé Razoavelmente, Escreve
Razoavelmente.

Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Razoavelmente, Escreve Pouco.
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