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RESUMO

CALDEIRA, Rodrigo Fernandes. Efeito da suplementacdo materna com probidtico
(Lactobacillus paracasei) durante a prenhez e lactacdo, no desenvolvimento
neurocomportamental da prole de camundongos swiss. 2018. 64p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018

Os probioticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro. Tanto a nutricdo quanto a microbiota
materna podem modular a salude fetal. No entanto, ndo se sabe os impactos da suplementacéo
com probiodticos no comportamento emocional da prole. Assim, o objetivo do estudo foi
avaliar se a suplementacdo materna com bactérias lacticas é capaz de alterar pardmetros
neurocomportamentais em prole de camundongos suicos. Para este proposito, camundongos
prenhas (n = 6 cada, e ~ 35g) foram divididos aleatoriamente em dois grupos: controle e
grupo tratado com probiotico. Estes animais foram tratados durante a gravidez e lactacdo com
leite ou leite fermentado com Lactobacillus paracasei a uma concentracio de 107 células / ml
(p.o, diariamente). Apds o término do tratamento, parte da progénie com 24 dias de vida foi
submetida a eutanasia e o hipocampo foi dissecado para analise de RNA. Ap6s completar 70
dias de vida, os demais filhotes foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais
composta pelos seguintes protocolos: campo aberto, caixa escura clara, testes de labirinto em
cruz elevado e suspensdo em cauda. De acordo com o0s resultados, 0s animais cujas maes
foram tratadas com leite fermentado tiveram uma redugdo na expressao de GAD 65 (19%, p =
0,006), GAD 67 (25%, p = 0,003) ¢ subunidade a3do receptor GABAA (223%, p = 0,01) no
hipocampo. Na fase adulta, a prole do grupo tratado apresentou maior tempo na area central
no teste de campo aberto (62%, p = 0,04), menor laténcia para o lado claro no teste de caixa
claro-escuro (252% p = 0,01) e menor nimero de comportamentos de tomada de decisdo no
teste do labirinto em cruz elevado (30%, p = 0,02). Nenhum resultado significativo foi
encontrado no teste de suspensdo da cauda. Estes resultados indicam que a suplementacgéo
materna com probidtico modula o sistema gabaérgico hipocampal da prole. Tais mudancas
podem estar associadas a reducdo do comportamento semelhante a ansiedade ao atingir a
idade adulta.

Palavras-chave: probiético, Lactobacillus, suplementacdo materna, prole, ansiedade,

depressao.



ABSTRACT

CALDEIRA, Rodrigo Fernandes. Effect of maternal supplementation with probiotic
(Lactobacillus paracasei) during pregnancy and lactation on the neurobehavioral
development Swiss mice offspring. 2018. 64p. Dissertation (Master in Food Science and
Technology). Institute of Technology. Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2018

Probiotics are living microorganisms which, when administered in suitable amounts,
confer a health benefit on the host. Both nutrition and maternal microbiota can modulate fetal
health. However, it is unknown whether probiotics could have a direct effect offspring
emotional behavior. Thereby, the objective of our study was to evaluate whether maternal
supplementation with acid lactic bacteria is able to alter neurobehavioral parameters of Swiss
mice offspring. For this purpose, pregnant mice (n=6 each, and ~35g) were randomly divided
into two groups: control and probiotic-treated group. These animals were treated during
pregnancy and lactation with milk or milk fermented with Lactobacillus paracasei at a
concentration of 10" cells/ml (p.o, daily). After the end of the treatment, part of the progeny
with 21 days of life was submitted to euthanasia, and the hippocampus was dissected for RNA
analysis. After completing 70 days of life, the rest of the pups were submitted to a battery of
behavioral tests composed of the following protocols: open field, light dark box, elevated plus
maze and tail suspension tests. According to our results, animals whose mothers were treated
with fermented milk had a reduction in the expression of GAD 65 (19%, p = 0.006), GAD 67
(25%, p = 0.003) and a3 subunit GABAA (223%, p = 0.01) in the hippocampus. In the adult
phase, the offspring of the treated group had higher time in the central area in the open field
test (62%, p = 0.04), lower latency to the light side in the light-dark box test (252% p = 0.01)
and lower number of decision-making behaviors in the elevated plus maze test (30%, p =
0.02). No significant results were found in the tail suspension test. These results indicate that
maternal supplementation with probiotic modulates offspring hippocampal gabaergic system.
Such changes could possibly be associated with the reduction of anxiety-like behavior upon
reaching adulthood.

Keywords: probiotic, Lactobacillus, maternal supplementation, offspring, anxiety,
depression.
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1 INTRODUCAO

O aumento substancial da prevaléncia de doencas ndo transmissiveis ou cronicas
(DNT) tais como: Doencas Cardiovasculares (Enfarte Agudo do Miocérdio, Hipertenséo e
Acidente Vascular Cerebral), Doencgas Oncoldgicas, Doengas Respiratdrias Cronicas (Doenca
Cronica de Obstrucdo Pulmonar e Asma) e Diabetes, observadas nas uUltimas décadas,tém
orientado mudancas especificas no meio ambiente como uma possivel causa deste aumento. .
Entre os fatores ambientais, a dieta € um influenciador crucial da saide da populagdo. De
acordo com a Teoria da origem fetal das doencas, também conhecida como Teoria de Barker,
em homenagem ao epidemiologista inglés David Barker, a maioria das doengas que ocorrem
na fase adulta se originam ainda no ambiente intrauterino. Esse processo de adaptacéo
morfofuncional é conhecido como programacéo fetal. Com o passar dos anos, a Teoria de
Barker ganhou forca e foi estendida para outros grupos de doencas, tais como as
psicopatologias.

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas quanto aos disturbios do eixo microbiota-
intestino-cérebro na fisiopatologia de doencas psiquiatricas e gastrointestinais comorbidas.
Isso € extremamente provocativo, pois abre a possibilidade de controle na alimentacdo
voltado para a microbiota intestinal, uma vez que hé& evidéncias de que a manipulagéo
microbiana pode alterar a salde e o bem-estar do hospedeiro. A atencdo na atualidade esta
sendo direcionada para intervencdes nutricionais variadas que podem direcionar
especificamente uma composicdo de microbiota alterada e metabolismo no intestino.

Alguns estudos revelam que a microbiota gastrointestinal desempenha um papel
importante no funcionamento digestivo, metabdlico e imune. Esses micro-organismos
contribuem para o metabolismo, ajudando a hidrolisar polissacarideos complexos que sao
ingeridos como parte na dieta e sdo criticos para o desenvolvimento normal do sistema
imunoldgico. Estudos recentes revelam a importancia da microbiota intestinal para a fungédo
do sistema nervoso central (SNC). A comunicacao bidirecional entre o cérebro e o intestino é
reconhecida ha muito tempo. Alguns estudos pré-clinicos com camundongos relacionaram
alteragBes comportamentais e neuroquimicas no sistema nervoso central com déficits ou
mudancas nessa carga microbiana. Além disso, a suplementacdo de probidticos em
camundongos tem demonstrado uma mudanca significativa no comportamento, com
alteracdes relacionadas a neuroquimica central.

Com a continuacdo dos indicadores bioldgicos, sugere-se que micro-organismos
probioticos, quando administrados em guantidades adequadas, sdo benéficos para a saude
do hospedeiro, podendo ter efeitos favoraveis contra os sintomas de transtornos mentais.
Essa ideia é apoiada em evidéncias de ensaios pré-clinicos, que demonstram os efeitos da
suplementacdo probiotica sobre o comportamento emocional em modelos animais sao
relevantes para desfechos psicoldgicos, como depressdo e ansiedade.

Durante a prenhez e a lactacdo, tem-se um periodo especificamente importante para
a programacédo da condicdo na fase adulta e a suplementacdo com uma dieta controlada
pode ser uma saida para evitar diversas doencas ndo transmissiveis ou crénicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.0rigem fetal das doencas

A epidemiologia é uma ciéncia que estuda os diferentes fatores que intervém na
difusdo e propagacédo de doencas, sua frequéncia, seu modo de distribuicdo, sua evolucéo e a
colocacdo dos meios necessarios a sua prevencao a nivel da populacdo. Na busca de descobrir
métodos para combater a crescente incidéncia de doencas que nao sdo transmissiveis ou
doencas cronicas, tais como: doencas cardiovasculares (infarto agudo do miocéardio,
hipertensdo e acidente vascular cerebral), doencas oncoldgicas, doencas respiratorias cronicas
(doenca cronica de obstrucdo pulmonar e asma) e diabetes, surgiram varias novas teorias
sobre o desenvolvimento do conjunto de causas capazes de produzir uma doenga. Um
exemplo pertinente é a hipotese publicada pelo epidemiologista inglés David Barker em 1995,
que postula a origem pré-natal e inicial do desenvolvimento da doenca de aparecimento na
fase adulta, destacando a importancia do ambiente materno. Esta teoria foi sujeita a criticas,
no entanto, gradualmente ganhou aceitacdo (LINDBLOM et al., 2015).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) considera estas doencas uma “epidemia
emergente”, pois sdo consideradas as principais causas de Obitos no mundo e tém gerado
elevado nimero de mortes prematuras, perda de qualidade de vida (QV) com alto grau de
limitacdo nas atividades de trabalho e de lazer, além de impactos econémicos para as familias,
comunidades e a sociedade em geral, agravando as iniquidades e aumentando a pobreza
(OMS/WHO, 2011, DUCAM et al., 2012, OLIVEIRA et al., 2017). Atualmente, esse dado
representam dois tercos da mortalidade mundial. Segundo estatisticas recentes, as doencas
cardiovasculares séo responsaveis pela maioria das mortes mundiais (17,5 milhdes de pessoas
por ano), seguidas das doencas cancerigenas (8,2 milhdes), doencas respiratorias (4 milhdes) e
diabetes (1,5 milhdes). (OMS, 2011). De acordo com estes valores e observando o constante
crescimento de mortes devido as DNTs o ex-secretario-geral da ONU, Ban Ki-moon (2007-
2016), declarou que "as doengas ndo transmissiveis constituem um dos principais desafios do
Século XXI para a saude humana".

Atingindo individuos de todas as camadas socioecondmicas e, de forma mais intensa,
aqueles pertencentes a grupos vulneraveis, como os idosos, 0s de baixa escolaridade e renda,
as DNTSs, constituem um problema de satde de maior magnitude no Brasil e em outros paises.
As DNTSs, sdo responsaveis por 72,0% das causas de obitos, com destaque para doencas do
aparelho circulatério (DAC) (31,3%), cancer (16,3%), DM (5,2%) e doenca respiratoria
cronica (5,8%) (MALTA et al., 2011, OLIVEIRA et al., 2017).

Com base nesse cenario em setembro de 2011, no compromisso dos lideres mundiais
na Assembleia da ONU, foram definidas acdes concretas para o enfrentamento dessas
doengas. J& em 2013, a Assembleia Mundial da Saude adotou um quadro abrangente de
monitoramento global com 25 indicadores e nove metas voluntarias globais para 2025, além
de aprovar o Plano de Prevencdo e Controle de Doencas Ndo Transmissiveis 2013-2020.
Dentre as metas definidas, consta a reducdo da mortalidade por DNT em 25%, e reducéo dos
fatores de risco (tabaco, alcool, sal, inatividade fisica) e o acesso a medicamentos, ao
aconselhamento e a tecnologias para tratamento de DNT. O acesso a assisténcia aos
portadores de DNT, incluindo consultas medicas, cuidados na atencdo primaria, acesso a
medicamentos, testes de laboratorio, pratica clinica e aconselhamento, resulta em beneficios
na assisténcia aos portadores de DNT e melhoria da qualidade de vida (CARVALHO et al.,
2017).
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2.1.1 Teoria de Barker

No final da decada de 1980, David Barker, epidemiologista britanico, identificou
relages entre neonatos com baixo peso, mas que conseguiam sobreviver, poderiam ter mais
riscos de desenvolver doenca coronariana na idade adulta. Com isso, 0s estudos
intensificaram mais sobre a hipdtese de que influéncias adversas durante a vida intra-uterina e
desenvolvimento inicial poderiam levar a alteracdes fisioldgicas e metabdlicas permanentes, o
que aumenta o risco de doencas na idade adulta (BARKER, e OSMOND, 1986, DE BOO e
HARDING, 2006, MANN et al., 2016, HEANEY, 2016). A hipotese foi chamada de "origens
fetais das doencas " na maioria da vezes como "Teoria de Barker" ou "Teoria das Origens
Fetais". (BARKER, e OSMOND, 1986, DE BOO e HARDING, 2006, MANN et al., 2016,
HEANEY, 2016).Varias condi¢des foram associadas a essa teoria, como hipertensao, doenca
cardiaca isquémica e diabetes (POULTER, 2001), bem como acidentes vasculares cerebrais e
obesidade (KIMM, 2004). No entanto, a hipdtese foi encarada com ceticismo as vezes devido
a falta de evidéncia composta dos mecanismos envolvidos na relacdo. Dessa forma, os links
identificados eram em grande parte observacionais e fatores como a prematuridade ou
gestacdes multiplas poderiam influenciam os resultados.

Embora ainda ndo tenha sido comprovada, foram propostos varios mecanismos que
apoiem a Teoria de Barker. De acordo com De Boo e Harding (2006), o0 mecanismo mais
provavel envolvido é o processo de programacdo fetal pelo qual insultos ou estimulos
especificos durante periodos criticos ou sensiveis de desenvolvimento resultam em
consequéncias adversas a longo prazo e irreversiveis que afetam o desenvolvimento
subsequente. Estes podem estar relacionados a nutricdo alterada do feto, a exposicdo ao
excesso de glicocorticdides, a hipotese do fendtipo econdmico, as respostas adaptativas
preditivas, hipdteses da insulina fetal, vinculos genéticos, vinculos epigenéticos, efeitos
intergeracionais e eventos periconcepcionais (BARKER, e OSMOND, 1986, DE BOO e
HARDING, 2006, MANN et al., 2016).

De acordo com a hipétese do fen6tipo, a plasticidade durante o desenvolvimento fetal
promove uma oportunidade para que o organismo em desenvolvimento "se adapte” ao futuro
ambiente adulto, o que proporcionaria uma vantagem de sobrevivéncia a longo prazo. No
entanto, em situacdes em que o ambiente fetal ndo coincide com o ambiente adulto pode
predispor ao desenvolvimento de sindromes metabdlicas na fase adulta, incluindo a diabetes
tipo Il (WALKER & HO, 2012). Conforme figura 01 da Hipdtese do Fendtipo Econémico.

Grande Oferta de
Nutrientes

—_
Ambiente Intrauterino Baixa Oferta de

Pobre em Nutrientes Nutrientes

Hipotese do Fenotipo Economico
Figura 01: Adaptado de (WALKER & HO, 2012).
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Daniele (2007), sugere que para a hipertensdo, parece que a combinagdo de um menor
peso ao nascer, seguido de um aumento rapido de peso nos primeiros seis meses de vida,
influencia a pressdo arterial mais alta aos trés anos de idade. Novamente, a questdo é que a
evidéncia ndo é suficientemente forte para entender e apoiar a mecanica postulada
definitivamente no presente. Uma condi¢do em que a pesquisa sobre o ambiente intra-uterino
e o desenvolvimento fetal que se seguiu poderia potencialmente fornecer tangibilidade e
validade para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na Teoria de Barker, a sindrome de
transfusdo Sindrome de Transfusdo Feto-Fetal e sua relacdo com estados de doenca
subsequentes.

Uma caracteristica critica das doencgas que ocorrem através da Teoria de Barker é a
irreversibilidade nutricional dos disturbios de longa duragdo. Além de certos pontos criticos
no desenvolvimento, a replecdo de nutrientes completa ndo € capaz de compensar ou reverter
a inadequacdo precoce. Essa irreversibilidade é o principal estimulo para uma melhor
elucidacédo desses distarbios, levando a énfase no imperativo da nutri¢cdo preventiva no inicio
da vida.

2.2. - Epigenética

A epigenética é um campo relativamente novo que estuda conjunto das modificacfes
nucleares herdadas e que modulam a expressdo génica por uma ou mais geracdes, mas ndo
envolvem modificacdes da sequéncia do DNA.(KARAGIANNIS, 2012, LINDBLOM et al.,
2015). A maioria das mudangas epigenéticas ocorrem em momentos especificos da vida de
um ser humano, desde a fase intra-uterina, passando pelo desenvolvimento do recém-nascido,
em seguida pela puberdade e na terceira idade.

Os principais fatores epigenéticos sdo a metilacdo de DNA; as alteracdes pods-
traducionais de histonas, como metilacdo, acetilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo, dentre
outras; alguns RNAs ndo codantes; e remodeladores de cromatina. Dependendo da
combinacdo dessas modificacGes, a cromatina se encontra numa configuracdo mais aberta
(eucromatina) ou mais fechada (heterocromatina), estando assim relacionadas ao controle da
expressao génica (FRANCO, 2017).

Hoje, é sabido que as modificacfes epigenéticas sdo sensiveis a pressdes ambientais e
até mesmo sociais, representando assim, a fronteira entre 0 meio ambiente e a expressao dos
genes. Assim, as informacdes contidas no epigenoma (conjunto de caracteres epigenéticos) de
um individuo sdo Unicas (VIDAKI et al., 2013, TURNER et al., 2015, MATOS, R. W. M..,
2017).

Por se apresentar como uma nova maneira de identificar um individuo e suas
caracteristicas, a epigenética comeca a despontar como um ramo da Genética Forense.Estudos
recentes tém demonstrado as possibilidades de investigacdo de caracteristicas epigenéticas
para a diferenciagdo de gémeos monozigdticos, estimativa da idade de individuos,
identificacdo de tipos teciduais encontrados em cenas de crime, validacdo de amostras de
DNA encontradas em cenas de crime, entre outras (KAYSER, 2013, MATOS, R. W. M.,
2017).
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Os mecanismos epigenéticos envolvem a modificacdo da expressdao génica sem
modificacdo na sequéncia de DNA. Os mecanismos epigenéticos incluem metilacdo do DNA,
modificagdes pods-translacionais de histonas e interferéncia por miARN. As proteinas de
cromatina associadas com DNA ou histonas podem ser ativadas ou silenciadas. A
modificacdo pds-traducdo dos aminoacidos que compdem as proteinas das histonas inclui
acetilacdo por histona acetiltransferases (HATS) ou histona desacetilases (HDACs) ou
metilacdo em locais especificos nas caudas das histonas. A metilacdo do DNA ocorre através
de metiltransferses de DNA (DNMT) que utiliza S-adenosil I-metionina (SAM) como doador
de metilo, principalmente em locais de CpG para converter citosina em 5-metilcitosina
(SPEYBROECK, 2002; LINDBLOM et al., 2015).

No entanto, de acordo com os hébitos de vida e o0 ambiente social em que o individuo
estd inserido, podem ocorrer algumas alteragdes quimicas no DNA e nas proteinas que o
envolvem, afetando as fungbes de alguns genes. Desta forma, acontecem alteracOes
epigenéticas que podem ser transmitidas para os descendentes desta pessoa, por exemplo. A
alimentacdo, a exposicdo a poluicdo, o uso de drogas, a pratica de exercicios, dentre outros
fatores ambientais também podem servir para alterar algumas funcbes dos genes, deixando
"marcas epigenéticas" que poderdo ser herdadas pelas geracOes futuras daquele individuo
(Figura 2).
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Figura 2: Influéncias epigenéticas em humanos.(Fonte Adaptada:
http://www.frontiersin.org/files/Articles/105911/fcell-02-00049-HTML/image_m/fcell-02-
00049-g001.jpg)
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2.3. - Nutrigenémica e Nutrigenética

A Nutrigendmica (ou gendmica nutricional) surgiu neste contexto, estudando como
alimentos, nutrientes e outros compostos bioativos ingeridos influenciam o genoma. A
nutrigendmica pode ser subdivida em areas especificas como proteébmica, metabolémica e
transcriptdmica, complementares entre si: alteragdes no RNA mensageiro (transcriptdmica) e
as proteinas correspondentes (protedmica) controlam o transporte de determinados nutrientes
e metabolitos (metabolémica) no caminho bioquimico. A nutrigenética estuda como a
constituicdo genética de uma pessoa afeta sua resposta a dieta. Vislumbra-se que os avangos
tanto da nutrigendbmica e da nutrigenética foram de fundamental importancia para o
estabelecimento de intervencdes dietéticas personalizadas, com o objetivo de se reduzir o
risco de doencas e promover a satude (KAPUT e RODRIGUEZ, 2004),

2.4 - Depressao

Considerado como um problema significativo para a sadde publica devido a sua alta
prevaléncia, a depressdao é um fendmeno muito complexo e que traz intenso sofrimento na
vida das pessoas acometidas, de seus familiares, amigos e comunidade. E caracterizada pelo
prolongamento de sintomas depressivos e variagdo de humor. A pessoa acometida por esse
transtorno tem a capacidade de ver o mundo e a realidade alterada (SILVA, et al., 2015).

A etiologia da depressdo € complexa, envolvendo fatores psicossociais, genéticos e
biolégicos. Entre os fatores psicossociais, 0s primeiros aparecem apds algum evento
estressante, e esse estresse produz mudancas de longo prazo na fisiologia do cérebro. Essas
mudangas podem produzir variagbes no nivel estrutural e no funcionamento de diferentes
areas do cérebro. Entre os fatores genéticos envolvidos na doenca depressiva, cerca de 200
genes estdo relacionados ao transtorno depressivo. Dentro desses fatores bioldgicos, ha
evidéncias de alteracdes ao nivel de neurotransmissores, citocinas e hormonios, cujas acoes
induzem mudangas estruturais e funcionais no sistema nervoso central, no sistema
imunoldgico e no sistema enddcrino, o que aumenta o risco de sofrer depressdo. E uma
doencga mental caracterizada por profunda tristeza e perda de interesse; bem como uma ampla
gama de sintomas emocionais, cognitivos, fisicos e comportamentais. Esses sintomas incluem
0 choro, a irritabilidade, a retirada social, a falta de libido, a fadiga e a diminuicdo da
atividade, a perda de interesse e 0 gozo das atividades no cotidiano, bem como os sentimentos
de culpa e inutilidade. Além disso, os sentimentos de auto-estima sdo baixos, ha uma perda de
confianca, sentimentos de desamparo e em grande parte da populacdo que sofre de grandes
depressdes ha ideias suicidas, tentativas de auto-agressdo ou suicidio (PEREZ-PADILLA et
al., 2017).

Na tabela 01 s&o citados os critérios de diagnostico para depressdo no manual,
Diagnosticand Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V) (19), e a International
Classification of Diseases (ICD-10), que geralmente concordam em varios pontos.

O transtorno de depressao geralmente é recorrente e, muitas vezes, o inicio de um
episddio depressivo esta relacionado a presenca de eventos ou situagdes estressantes.

20



Tabela 01. Critérios diagnosticos para depressdo da American Psychiatric Association, 2005.

» Presenca de 5 ou mais dos seguintes sintomas, diariamente por um periodo de 2
semanas, dos quais um deles deve ser 1 ou 2:

Modo depressivo ou irritavel (tristeza profunda).

Diminuicdo do interesse em atividades prazerosas e na capacidade de experimentar
prazer (anedonia).

Aumento significativo ou perda de peso (alteracdo de> 5% em um més).

Ins6nia ou hipersomnia.

Agitacdo ou retardo psicomotor.

Fadiga ou perda de energia.

Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva.

Diminuicdo da capacidade de pensar ou se concentrar.

Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio.

\ 2%

YV VVVVY

Fonte: (PEREZ-PADILLA et al., 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima que a depressdo é responsavel por
4,3% da carga global das doencas e esta entre as maiores causas de incapacidade no mundo,
particularmente para as mulheres. Esta desordem afeta aproximadamente o dobro de mulheres
em comparacao com homens. De acordo com a OMS indica que 350 milhdes de pessoas pelo
mundo sofrem de depressdo, um em cada dez adultos sofrem de depressdo, e
aproximadamente 60 % desses individuos ndo recebem a ajuda que precisa, sendo que o
tratamento reduz os sintomas em mais de 50 % dos casos(PEREZ-PADILLA et al., 2017). No
Brasil, a OMS estima que 5,8% da populacao nacional é afetada pela depresséo, o que coloca
0 pais no quarto lugar com a maior prevaléncia do problema de satde. O ranking é liderado
pela Ucrania, com 6,3% da populacdo em depressdo. Estbnia, Estados Unidos e Australia
estdo na segunda posicao, com 5,9%. (WHO, 2017).

A exposicdo a depressdo materna pré-natal aumenta a susceptibilidade a depressdo na
prole (PAWLBY et al., 2009; PEARSON et al., 2013) e associa-se a um aumento do
comportamento neurocomportamental (MIAN, 2005), cognitivo (SOHR-PRESTON E
SCARAMELLA, 2006) e problemas sécio-emocionais (LUNDY et al., 1996). A depressao
materna pré-natal também esta associada a niveis elevados de cortisol materno (DAVIS et al.,
2007) que, por sua vez, prevé uma amigdala aumentada (BUSS et al., 2012, QIU et al., 2015).
O aumento do volume de amigdala esta associado a depressdo (LUPIEN et al., 2011;
HOLMES et al., 2012). De fato, a depressédo na idade adulta foi proposta como preditor do
estado mental da prole (MARS et al., 2015).

Nos ultimos anos, os probioticos receberam atencédo significativa por sua ampla gama
de usos clinicos, que vdo desde disturbios gastrointestinais (GI) até doencas auto-imunes e
condi¢Bes da pele (ZUCCOTTI et al., 2008). Vérios estudos exploraram o vinculo entre
microflora intestinal e disturbios do humor, investigando o papel do eixo gut-cérebro na
fisiopatologia da depressdo. E teorizado que as bactérias intestinais desempenham um papel
importante na sinalizacdo bidirecional entre o cérebro e o intestino, pelo qual o efeito
emocional influencia a funcdo GI enquanto a saude Gl altera a funcéo cerebral (SCHMIDT,
2015). A interrupcdo do eixo do intestino-cérebro €, portanto, associada a doengas fisicas e
neuroldgicas. Alem disso, uma pesquisa relativamente nova delineou o papel da desregulacédo
imune como parte da patogénese da depressdo (LEONARD, 2010). Como tal, as propriedades
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anti-inflamatorias e imuno-reguladoras bem documentadas dos probioticos (ISOLAURI et al.,
2001) oferecem esperancga para enfrentar uma das causas subjacentes da depressdo com o
objetivo de induzir uma remisséo de longo prazo. Conforme mostra a figura 03 abaixo,
ensaios pré-clinicos em modelos animais descobriram que o consumo de probidticos regula
negativamente o eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal (HPA) (pensado para ser hiperativo na
depressdo) (AIT-BELGNAOUI et al., 2014), promove a biossintese de GABA (que se sabe
reduzir em pacientes deprimidos) (DHAKAL et al., 2012) e aumenta os niveis de serotonina
através do aumento da producdo de triptofano, um precursor de serotonina (DESBONNET et
al., 2008).

Com evidéncias crescentes sobre os beneficios dos probioticos em uma série de
doengas, houve um aumento no nimero de ensaios clinicos que examinam sua aplicacdo em
doencas de saude mental, como a depressdo. Os resultados de uma meta-analise anterior
indicaram que as formulagdes probioticas tém um impacto psicoldgico positivo (HUANG et
al., 2016) e podem oferecer uma mudanca de paradigma no tratamento da depressdo como um
complemento da terapia padrdo ou como um autdbnomo tratamento. Este artigo teve como
objetivo fornecer uma metanalise atualizada sobre o topico e delinear as dire¢des para futuras
pesquisas (NG et al., 2017).

Sinais e sintomas
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SNC
Alterag3o da neurotransmissdo, redugdo da plasticidade e neurogénese
Sinapses alteradas, volumes cerebrais regionais menores e neuromnflamacio

Hipocampo

Locus coerulus

\

Sistema Imune Eixo HPA Sistema Nervoso

. Autonomo
@ Ativagdo de mondcitos Cﬁ @ —Reduc3o do Aumento dos niveis de catecolaminas
e feedback  Desbalango autonémico
o O Aumento dos niveis de Hipofise negativo

e

Redoclo da cotomicidade =

das céhilas NK

Baixa proliferacio de
\ linfocitos T

Figura 03: Principais regides cerebrais envolvidas na regulacdo de emocdes e deteccdo de
ameacas. Nesse modelo, 0 medo e a ansiedade mediados pela amigdala séo regulados através
de conexdes bidirecionais originadas do cortex pré-frontal ventromedial e do cortex cingulado
anterior. A amigdala também integra informagGes mnemonicas do hipocampo e de
consciéncia do cortex pré-frontal ventromedial. Regides como a insula sdo inervadas
reciprocamente pelo hipocampo e amigdala, sendo importante na ativacdo de respostas
comportamentais referentes a ansiedade, como vigilancia e apreensdo. Modificado de
(OTTEet al., 2016).
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2.5 - Ansiedade

Definida como um incébmodo desagradavel interno, que interfere no humor, deixando a
pessoa com uma sensacdo desconfortdvel, uma inquietacdo interna junto as percepgdes
negativas sobre o futuro e manifestando sintomas somaticos e fisiologicos, como sudorese,
tensdo muscular, tonturas, entre outros, e sintomas psiquicos, por exemplo, apreensdo e
desconforto mental (DALGALARRONDO, 2009, MUNIZ, FERNANDES, 2016). Além disso, a
ansiedade é considerada um estado psicolégico e fisioldgico, caracterizada por aspectos
cognitivo, somatico, emocional e comportamental (SELIGMAN et al., 2001; CRASKE et al.,
2009). Trata-se de uma condicdo orientada para o futuro, acompanhada de uma apreensao
relacionada com a percepcdo de falta de controle e previsdo de eventos potencialmente
aversivos. J& 0 medo é uma resposta de alarme ao perigo presente ou iminente (BARLOW,
2002).

Os transtornos de ansiedade (transtorno do panico, fobia especifica, fobia social,
transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno de estresse pds-traumatico, transtorno de
ansiedade generalizada) sdo condi¢gdes comuns e incapacitantes que comegam principalmente
durante a infancia, adolescéncia e inicio da fase adulta. Eles diferem da ansiedade transitoria
de desenvolvimento normativa ou induzida pelo estresse ao serem marcados (ou seja, fora de
proporcdo com a ameaca real presente) e persistentes, prejudicando o funcionamento diario. A
maioria dos disturbios de ansiedade afeta quase duas vezes mais mulheres do que homens.
Eles costumam concorrer com a depressao, uso de substancias como alcool e outras drogas e
distarbios de personalidade. Os transtornos de ansiedade também apresentam grande
comorbidade com condicdes fisicas, tais como: associacdo com alteracdo da tiroide, doencas
respiratorias, doengas gastrointestinais, artrite, enxaqueca e alergias. Se ndo tratada, os
transtornos de ansiedade tendem a se repetir cronicamente. Os tratamentos psicoldgicos,
particularmente a terapia comportamental cognitivas, bem como tratamentos farmacolégicos,
como os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina e os inibidores da recaptacdo da
serotonina-noradrenalina, sdo efetivos e sua combinacdo pode ser mais eficaz do que o
tratamento individualizado (CRASKE; STEIN, 2016).

Transtorno de ansiedade social (TAS) é caracterizada por um medo intenso e persistente
de situacdes sociais ou de desempenho, onde o individuo é exposto a pesquisa minuciosa de
outros possiveis (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION [APA], 2013). TAS é
reconhecida como uma prevaléncia, complexa, e desativacao de desordem, que se ndo tratada,
é incessante (STEIN & STEIN, 2008). Individuos com TAS possuem dificuldades de ter
controles financeiros, estabilidade de emprego, desempenho académico e em geral problemas
de satude mental (por exemplo, (RUSCIO et al., 2008). Estas dificuldades sdo na maioria das
vezes sao agravados por um alto grau de comorbidade com outros diagndsticos.

De acordo com o Manual de Diagndstico e Estatistica de Transtornos Mentais (DSM-5,
2013), existem 12 transtornos de ansiedade, conforme especificado abaixo.

Transtorno de ansiedade de separacéo;

Mutismo seletivo;

Fobia especifica;

Transtorno de ansiedade social (fobia social);

Transtorno de panico;

Especificador de ataques de panico;

Agorafobia;

Transtorno de ansiedade generalizada;

Transtorno de Ansiedade Induzido por Substancia/Medicamento;
Transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica;

VVVVVVYVYYYYVY
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» Outro transtorno de ansiedade especificado;

» Transtorno de ansiedade nédo especificado.
E os que mais atingem a populacdo mundial sdo citados na tabela 02.

Tabela 02. Tipos de transtornos e ocorréncias na populacdo mundial.

Transtorno % Ref.
Fobia especifica 6-12 (BURSTEIN et al., 2012)
Ansiedade Social 10 (BAXTER et al., 2013)
Ansiedade generalizada 3-5 (BAXTER et al., 2013)
Panico 2-5 (BAXTER etal., 2013)
Ansiedade de separacéo 2-3 (BAXTER et al., 2013)
Agorafobia 2 (BAXTER et al., 2013)
Mutismo seletivo 0,7-0,8 (BAXTER et al., 2013)

Fonte: (CRASKE; STEIN, 2016)

Individuos com transtornos de ansiedade sdo excessivamente temerosos, ansiosos ou
evitam continuamente possiveis ameacas percebidas no ambiente (por exemplo, situacdes
sociais ou locais desconhecidos) ou internas (por exemplo, sensagdes corporais incomuns). A
resposta esta fora de propor¢do com o risco real ou o perigo representado. (CRASKE; STEIN,
2016).

O medo e a ansiedade sdo comuns no cotidiano para ser diagnosticado como um
transtorno de ansiedade, 0 medo e a ansiedade s&o marcados (excessivos ou desproporcionais
a ameaca real colocada), persistentes e associados a deficiéncias nas areas sociais,
ocupacionais ou outras areas importantes de funcionamento (CRASKE et al., 2009,
CRASKE; STEIN, 2016).

Alguns estudos comprovam que a ansiedade pode trazer diversos pontos negativos na mée
e na prole pos-parto, conforme tabela abaixo.

Tabela 03. Estudos mostrando que a ansiedade pode trazer alguns pontos negativos para a
mde e a prole pos-parto.

Pontos negativos Referéncia
e Baixos niveis de autoconfianca Recket al., 2012
e Aumento da fadiga Taylor e Johnson, 2013
e Insbnia Warren et al., 2006
e Choro excessivo Petzoldtet al., 2014
e Pouco compromisso social Feldman et al., 2009
¢ Resisténcia ao novo Recket al., 2013
¢ Dificuldades em socializar Barker et al., 2011
e Baixa funcéo cognitiva Keimet al., 2011
e Alteracéo nas fungdes motoras Pinheiro et al., 2014

Fonte: (DENNIS et al., 2017)

2.6 - Disbiose

Segundo Chan et al. (2013), a disbiose é denominada como uma alteracdo indesejavel
da microbiota que resulta em um desequilibrio entre as bactérias protetoras e patogénicas.
Além de promover um estado no qual a microbiota produz efeitos nocivos, promovendo
mudancas qualitativas e quantitativas na microbiota intestinal em si, em suas atividades
metabdlicas e em sua distribuigdo local (HAWRELAK et al., 2004, CONRADO et al., 2018).
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Figura 04.Disbiose igual desequilibrio. Fonte: http://www.fhits.com.br/disbiose-intestinal-by-
carol-grillo

Vaérias sdo as causas que causam a disbiose intestinal, dentre delas, pode se destacar:
pH intestinal, o estado imunoldgico do hospedeiro, a ma digestdo, o tempo de transito
intestinal, o estresse, a disponibilidade de material fermentavel, as disfuncdes
hepatopancreaticas, uso indiscriminado de antibidticos, de anti-inflamat6rios hormonais e ndo
hormonais, a excessiva exposicao as toxinas ambientais (ALMEIDA et al., 2009, CONRADO
etal., 2018).

Dessa forma, surgem alimentos com a utilizacdo nao sé de saciar a fome e fornecer
energia ao corpo, mas também como forma de prevencdo ao desenvolvimento de patologias
que sdo os prébioticos, probitdticos e simbidticos. Probidtico € um suplemento alimentar
microbiano vivo que afeta de forma benéfica o animal hospedeiro por meio de melhoria no
balanco microbiano intestinal.O termo prebi6tico foi empregado por Gibson & Roberfroid
(1995) para designar "Ingredientes nutricionais ndo digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro estimulando seletivamente o crescimento e atividade de uma ou mais bactérias
benéficas do célon, melhorando a salde do seu hospedeiro”.O termo simbidtico é dado a
produtos que associam os prebidticos com os probidticos a fim de intensificar os efeitos dos
dois componentes.

Também conhecidos como alimentos funcionais, que uma alternativa de tratamento,
prevencdo e controle da disbiose intestinal por usar a importancia da funcionalidade do trato
gastrintestinal como principio basico, seguido pela especificidade bioquimica, terapéutica
voltada ao paciente e ndo a patologia, estabilidade nutricional, biodisponibilidade de
nutrientes e a intervencdo de fatores externos a salde organica (GAVANSKI, 2015,
CONRADO et al., 2018).

2.7 - Probidticos

Com a mudanca da sociedade em seu atual estilo de vida saudavel, a procura por
alimentos que tragam beneficios a salde fez com que a industria de alimentos enfrentasse
um grande desafio em atender essa demanda. Com isso a industria tem investido em novas
tecnologias para o desenvolvimento de produtos funcionais (BIGLIARDI; GALATI, 2013).

Uma abordagem atual sugere que os alimentos funcionais estabelecerdo no futuro,
uma nova relagdo entre alimentos e salde no dia-a-dia das pessoas (BALLAI; LANCIAI,
2012). Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), alimentos
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funcionais sdo alimentos ou ingredientes que alegam propriedades funcionais ou de saude,
que além de atribuirem fungdes nutricionais bésicas, produzem efeitos metabdlicos e ou
fisiologicos, devendo ser seguros para 0 consumo humano sem supervisdo médica
(ANVISA, 1999, ROBERFROID, 2007, WENDLING, WESCHENFER, 2013).

No inicio de 1900, foi dado o primeiro nome para o que nos dias atuais sao chamados
de probidticos, nas obras de llya Mechnikov, também conhecido como Elie Metchnikoff,
(1845-1916). Ele nomeou como "ANTIBIOSE", que mostrava a inibicdo do crescimento e
atividade de um microrganismo por outro (FRIC, 2007). Esse renomado microbiologista
Russo, Prémio Nobel por seu trabalho em fagocitose em 1908, € considerado o pai dos
probiodticos modernos. Seus estudos sobre probidticos se basearam nas observacGes de Stamen
Grigorov (1878-1945), um microbiologista bulgaro, que documentou os beneficios para a
salde através do consumo de iogurte bulgaro e identificou o organismo ativo neste alimento
basico como Lactobacillus bulgaricus, redenominado Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Metchnikoff levantou a hip6tese que camponeses bulgaros possuiam a vida longa
e saudavel devido ao consumo de produtos lacteos fermentados e que o iogurte era o principal
produto responsavel por organismos necessarios para proteger o intestino dos efeitos
prejudiciais provocado pelas bactérias patogénicas (FRIC, 2007, HUME, 2011, CHONG,
2014).

No entanto, a producdo, o consumo e as qualidades benéficas a salde através do
consumo de iogurte também eram bem conhecidas pelos povos do Oriente Médio e da Asia e
sdo anteriores a essas observacdes mais modernas, por volta de 5.000 anos antes das
observagdes de Metchnikoff (HUME, 2011).

O termo "probidticos”, que significa "para a vida", em grego, em o0posicdo aos
"antibidticos”, "contra a vida", foi utilizado pela primeira vez em 1965 para descrever
qualquer substancia ou organismo que seja benéfico no equilibrio da microflora intestinal no
sistema (LILLY e STILLWELL, 1965, CHONG, 2014). A Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) e a Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura definem os
probidticos como "micro-organismos vivos, que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficio a satde do hospedeiro” (IANNITTI e PALMIERI, 2010,
BERMUDEZ-BRITO et al., 2012 REDMAN et al., 2014). Embora exista um esforco e
alinhamento internacional para evitar que essa definicdo abra margens para outras
interpretacdes que possam levar o consumidor ao erro, essa ainda é a definicdo mais aceita
pela comunidade cientifica. Na determinacdo de uma substancia como probidtico, alguns
critérios devem ser examinados: relacdo temporal; forca de relacionamento; resposta a dose;
replicacdo de achados; plausibilidade bioldgica; consideracdo de explicacdes alternativas;
cessacdo da exposicdo; especificidade da associacdo; e consisténcia com outros
conhecimentos (HILL et al., 2014).

Para que um alimento seja considerado probiotico, a legislacdo brasileira, a ANVISA
estabelece que a quantidade minima de microrganismos probidticos viaveis no alimento deve
estar situada na faixa de 10° a 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) na recomendacéo
diéria do produto pronto para o consumo, conforme indicagdo do fabricante. VValores menores
podem ser aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia (BRASIL, 2015).

A cepa probiotica selecionada deve, além de ser segura para 0 consumo humano, ser
capaz de sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal, ou seja, resistir ao ambiente acido
encontrado no estdbmago e aos altos niveis de sais biliares encontrados no intestino
(DUNCAN; FLINT, 2013). Os micro-organismos Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus e
Streptococcus thermophillus foram retirados da lista tendo em vista que além de serem
espécies necessarias para producdo de iogurte, ndo possuem efeito probiotico cientificamente
comprovado.

Um dos problemas na determinacdo do perfil de seguranga dos probioticos € que esses
agentes na maioria das vezes sdo agrupados como um entidade Unica, quando eles devem ser
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considerados em uma base de duplicacdo por tensdo (SHANAHAN, et al., 2014, GHOSHAL,
etal., 2017).

Hé& também dados publicados que abordam especificamente a seguranca de probioticos
individuais. Portanto, sdo necessarios mais dados que examinem a seguranca a longo prazo de
cada tensdo probidtica individual, incluindo o seu potencial como reservatdrio de genes de
resisténcia a antibidticos. (SANDERS et al., 2010, GHOSHAL, et al., 2017).

Apbs uma longa histéria de uso seguro de probidticos em produtos lacteos
fermentados e um maior reconhecimento de seus efeitos benéficos sobre a saide humana, a
industria alimenticia tornou-se cada vez mais interessada nesses tipos de micro-organismos.
Para uma boa parte dos pesquisadores, a selecdo e a definicdo de um bom probidtico esta
relacionada com sua tolerdncia as condicGes gastrointestinais (&cido gastrico e bile),
capacidade de aderir a mucosa gastrointestinal e exclusdo competitiva de patdgenos. Os
mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos dos probidticos sdo em grande parte
desconhecidos, mas provavelmente sdo multifuncionais. Varios mecanismos relacionados aos
efeitos antagbnicos dos probidticos em varios micro-organismos incluem os seguintes
mecanismos:; secrecdo de substancias antimicrobianas, adesdo competitiva a mucosa e
epitélio, fortalecimento da barreira epitelial intestinal e modulacdo do sistema imunoldgico
(BERMUDEZ-BRITO et al., 2012, LUCHESE, 2012, GOUDARZI et al., 2014) A figura 04
representa os principais mecanismos de acdo dos probioticos.Na figura seguinte € apresentado
0s principais 6rgdos /sistemas alvo para os quais as espécies de Lactobacillus tém efeito
benéfico, sendo que esse efeito apresenta grande maioria para evitar as doencas do trato
gastrointestinal e alergias.
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Figura 05. Orgaos/sistemas alvo para os quais as espécies de Lactobacillus tém efeito
benéfico. Fonte: (SALVETTI e OTOOLE, 2017).

A maioria das espécies de Lactobacillus tem uma longa histéria como uso seguro em
produtos industriais e aplicacBes agricolas. Além disso, estdo entre 0s micro-organismos
dominantes em comunidades microbianas de alimentos tradicionais fermentados e séo parte
de culturas iniciais naturais. Apesar de estar ocasionalmente envolvido em doencas humanas
(como bacteremia e / ou septicemia sistémica em pacientes ja imuno comprometidos), o
consumo diario de grandes quantidades de lactobacilos em um variedade de alimentos
fermentados por pessoas de todas as idades e estados de salde aparentemente ndo tém efeitos
colaterais e geralmente foram considerados ndo patogénicos (EFSA, 2007).

As principais espécies usadas como probi6ticos estdo resumidas na Tabela 04.

Tabela 04. Espécies mais utilizadas de bactérias lacticas em preparac¢des de probioticos.

Lactobacillu ssp. Bifidobacterium sp. Enterococcu ssp. Streptococcu ssp.
L. acidophilus B. bifidum Ent. faecalis S. cremonis
L. casei B. adolescentis Ent. faecium S. diacetylactis
L. cellobiosus B. animalis S. intermedius
L. curvatus B. infantis
L. fermentum B. themophilum
L. lactis B, longum
L. plantarum
L. reuteri
L. brevis

Fonte: (HOLZAPFEL et al.; 2001; PARVEZ et al., 2006, GOUDARZI et al., 2014)
Além disso, ha algumas preocupaces sobre a seguranca dos probidticos, uma vez que

muitas das cepas utilizadas pertecem a alguns géneros como, por exemplo, Streptococcus,
Enterococcus e Bacillus, que contém muitas espécies patogénicas. (GOUDARZI et al., 2014).
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Figura 06.Principais mecanismos de acdo dos probiéticos.Fonte: (BERMUDEZ-BRITO et
al., 2012).

Dentre os efeitos benéficos, os probidticos afetam as bactérias intestinais estimulando
0 aumento do nimero de bactérias anaerdbias benéficas e inibindo a popula¢do de micro-
organismos potencialmente patogénicos. Os probidticos afetam o ecossistema intestinal
estimulando os mecanismos imunes da mucosa e 0s ndo-imunes através de um antagonismo e
concorréncia com 0s patogénicos potenciais. Pensa-se que esses fendmenos conduzem a
efeitos beneéficos, inclusive a reducédo da incidéncia e gravidade da diarreia, a patologia que
mais se beneficia do uso de probidticos. Os probioticos reduzem o risco de cancer de colon
em modelos animais, provavelmente por sua capacidade de suprimir a atividade de certas
enzimas bacterianas que podem aumentar os niveis de pro-carcinogenos, mas isto ndo foi
provado em humanos. Estudos clinicos aleatorizados bem desenhados sdo necessarios ainda
para definir o papel dos probidticos como agentes terapéuticos na doenca intestinal
inflamatéria (GUARNER et al., 2011).
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Tabela 05. Mecanismos de interacdo probioticos/hospedeiro. A simbiose entre a flora e o
hospedeiro pode ser otimizada por meio de intervencbes farmacoldgicas ou nutricionais no
ecossistema microbiano intestinal utilizando probidticos.

Probidticos
Beneficios imunoldgicos e Ativar os macréfagos locais para aumentar a
apresentacdo dos antigenos para os linfocitos B e
aumentar a producdo de imunoglobulina A secretéria
(IgA) tanto local quanto sistemicamente;
e Modular os perfis das citoquinas;
¢ Induzir a hipo-resposta aos antigenos alimentares.
Beneficios ndo imunoldgicos e Digerir os alimentos e concorrer com 0s patégenos

pelos nutrientes;

e Alterar o pH local para criar um ambiente local
desfavoravel aos patogenos;

e Produzir bacteriocinas para inibir os patégenos;

e Fagocitar os radicais superoxidos;

e Estimular a producéo epitelial de mucina;

e Aumentar a funcdo da barreira intestinal;

e Concorrer por aderéncia com os patdgenos;

e Modificar as toxinas de origem patogénica.

" Fonte: Adaptado de GUARNER et al., 2011.

Os probidticos também podem melhorar, dentro dos limites fisiologicos, algumas
funcdes do sistema digestivo, como frequéncia de fezes ou caracteristicas subjetivas. O
consumo de probidticos também pode ser Gtil na reducdo do risco de doencas especificas,
atenuando sintomas objetivos e subjetivos. Experimentalmente, deve notar-se que os efeitos
dos probidticos sdo observados principalmente pelo estudo de grupos de individuos doentes
afetados. Esta escolha baseia-se em razdes puramente metodoldgicas: ndo é facil registrar
efeitos positivos significativos de probioticos na auséncia de anormalidades funcionais, como
no caso de populacdes saudaveis (AURELI et al., 20011). Na tabela 06 €é citado algumas
vantagens do uso dos probioticos.
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Tabela 06. Vantagens do uso de probioticos:

" Fonte: (SHINDE, 2012)

Ajuda a manter o crescimento e a
regeneracdo de células normais;

Mantem a regularidade e a
consisténcia normal das fezes
saudaveis;

Mantem o pH intestinal controlado;

Produz vitaminas tipo K e B;

Manter a funcdo intestinal normal, o
tom e a condicéo;

Produz enzimas que ajudam na
digestdo da lactose;

Aumenta a absor¢do de minerais e
melhora a digestdo de derivados do
leite;

Melhorar o sistema imunolégico
através da producéo de
antimicrobianos, substancias que
eliminam varias bactérias maléficas;

Aumenta a absorcdo de calcio,
importante na  prevencdo  de
0steoporose;

Auxilia em uma funcéo saudavel do
figado;

Preveni infeccdes  do  trato
gastrointestinal causadas por
Candida e Helicobacter pylori
(presente em condicGes de Ulcera do
estdmago);

Ajuda no gerenciamento do
colesterol  (reducdo do  soro
colesterol) e também nos protege
contra bactérias nocivas, fungos e
virus;

Atuam como fatores anti-
carcinogénicos, com  poderosos
potenciais antitumorais;

Atuam como "cdes de guarda”,
observando, controlando e
efetivando a disseminacdo de micro-
organismos indesejaveis;

Agem para aliviar os sintomas de
ansiedade.

411
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Figura 07. Anatomia do trato gastrointestinal. Fonte: Adaptado de (IANNITTI, PALMIERI,

2010)

Tabela 07. Componentes da flora do trato gastrointestinal.

Cavidade Oral  Streptococcus, Veillonella, Lactobacillus, Bifidobacterium,

(saliva) Fusobacterium, Staphylococcus, Bacterdides,
Corynebacterium, Neisseria, leveduras.

Estdbmago Streprococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Bacteroides, Enterobacteriaceae, leveduras.
Duodeno Streptococcus, Lactobacillus, Veillonella, Bacteroides
) Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, leveduras.
lleo Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium
Bacterdides,  Clostridium, Enterobacteriaceae e
leveduras.

Colo6n Bacterdides, Eubacterium, ruminococcus,
Coprococcus, Peptostreptococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterobacteriaceae, Lactobacillus e
Clostridium.

Fezes Bacterdides, Eubacterium, ruminococcus,
Coprococcus, Peptostreptococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterobacteriaceae, Clostridium,

Fonte: (IANNITTI, PALMIERI, 2010)

Lactobacillus, Veillonella e leveduras
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2.8 - Probidticos Psicobidticos

Psicobidticos sdo definidos como um organismo vivo que, quando ingerido em
quantidades adequadas, produz um beneficio para a salde em pacientes que sofrem de
doencas psiquiatricas. Como uma classe de probidticos, essas bactérias sdo capazes de
produzir e/ou modular substancias neuroativas, como acido gamma-aminobutirico (GABA) e
serotonina (5-HT), que atuam no eixo cérebro-intestino. Segundo Lyte (2011), existem provas
que sugerem que a conexao entre a microbiota intestinal e o sistema nervoso, sendo que
estudos em camundongos, por exemplo, mostraram que a presencga de neuroguimicos, como
serotonina, na corrente sanguinea era devido a absor¢do direta do intestino.

A avaliacdo pré-clinica em roedores sugere que certos psicobioticos possuem atividade
antidepressiva e/ou ansiolitica. Os efeitos podem ser mediados através do nervo vago, da
medula espinhal ou dos sistemas neuroendocrinos. Até agora, 0s psicobidticos foram
estudados de forma mais abrangente em um ambiente psiquiatrico de ligagdo em pacientes
com sindrome do intestino irritavel, onde foram notificados beneficios positivos para varios
organismos, incluindo Bifidobacterium infantis. A evidéncia esta emergindo de beneficios no
alivio de sintomas de depressdo e sindrome de fadiga crénica. Tais beneficios podem estar
relacionados as a¢Bes antiinflamatdrias de certos psicobidticos e uma capacidade para reduzir
a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (DINAN, STANTON E CRYAN, 2013).
Bravo et al, (2011), em seu experimento em camundongos utilizando o probiotico L.
rhamnosus verificou que bactérias ndo patogénicas podem modular o sistema GABAérgico
em camundongos e, portanto, podem ter efeitos benéficos no tratamento da depressdo e
ansiedade. O tratamento com L. rhamnosus induziu altera¢des na expressdo da subunidade B1
do receptor GABA A dependentes da regido do cérebro, sendo observado aumento nas
regides corticais (cingulado e pré-limbico) e reducBes concomitantes no hipocampo, amigdala
e locuscoeruleus. De maneira semelhante. Bravo também percebeu que houve redugdo na
expressdo da subunidade a2 do mesmo receptor no cortex pré-frontal e amigdala, aléem de
aumentoo no hipocampo. Nesse mesmo trabalho, foi verificado que o tratamento com
probidtico L. rhamnosus reduziu o corticosterona induzida pelo estresse e comportamento
relacionado a ansiedade e a depressao. (BRAVO et al, 2011).

Outros efeitos psicobidticos estdo relacionados na Tabela 08.
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Tabela 08. Estudos de avaliagdo da suplementacdo de probiéticos em distdrbios do sistema nervoso central.

Referéncias Coorte populacado Probidtico Resultados
55 voluntarios humanos saudaveis mais 25 . - . «
R P : . . Efeitos benéficos na ansiedade e depressdo
. individuos com niveis de cortisol livre de urina . . . .
Messaoudiet Lactobacillus helveticus R0052 e comportamentos relacionados em voluntarios

al., (2011)

Bentonet al.,
(2007)

Steenbergenet
al., (2015)

Akkashehet al.,
(2016)

Marcos et al.,
(2004)

Romijnet al.,
(2017)

Fonte: Adaptado de: (CERDO etal., 2017).

(UFC) inferiores a 50 ng/mL (menos sujeitos
estressados), 10 individuos receberam o
probidtico e 15 placebo.

124 voluntarios adultos saudaveis foram alocados
aleatoriamente para um grupo que consumia,
diariamente, uma bebida com leite contendo
probiético ou um placebo

40 jovens jovens saudaveis foram aleatoriamente
designados para receber uma intervencdo de 4
semanas de probidticos de placebo ou
multiespécies em um projeto de avaliacdo de
intervencdo triplo-cego.

40 pacientes com diagndstico de transtorno
depressivo maior (MDD) cuja idade variou entre
20 e 55 anos foram randomizados.

foram

136 estudantes universitarios

randomizados.

79 participantes que atualmente ndo tomam
medicamentos psicotrépicos com pontuagdes pelo
menos moderadas em medidas de humor de auto-
relato. Os participantes  foram  alocados
aleatoriamente para receber uma preparacdo
probidtica ou placebo.

Bifidobacterium longum R0175 (PF)

Lactobacillu scasei Shirota

Bifidobacterium bifidum W23,
Bifidobacterium lactis W52, Lactobacillus
acidophilus W37, Lactobacillus brevis W63,
Lactobacillus casei W56, Lactobacillus
salivarius W24 e Lactococcus lactis (W19 e
W58)

Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus
casei e Bifidobacterium bifidum.

Lactobacillus delbrueckii sub sp. Bulgaricus
e Streptococcus salivarius sub sp. Termofilo
mais Lactobacillus casei DN-114001

Lactobacillus helveticus e Bifidobacterium
longum

humanos saudaveis e voluntarios com niveis mais
baixos de cortisol

O consumo de um iogurte contendo probioticos
melhorou o humor daqueles cujo humor era
inicialmente pobre. No entanto, ndo houve uma
maior frequéncia de defecacéo.

Os participantes que receberam probioticos
multiespécies mostraram uma reatividade cognitiva
global significativamente reduzida ao humor triste,
o que foi em grande parte explicado por ruminagdo
reduzida e pensamentos agressivos.

Os pacientes que receberam suplementos
probidticos diminuiram significativamente as
pontuacGes totais de Beck Depression Inventory

Nao houve efeito significativo no tratamento da
ansiedade.

N&o foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos probidtico e placebo em qualquer resultado
psicoldgico medido.
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Apesar da maioria dos estudos encontrar resultados positivos nos sintomas nestes
distarbios neuroldgicos, estudos futuros sdo necessarios para identificar potenciais
probioticos para a modulacdo efetiva desses distirbios, bem como para definir o risco
probidtico em intervencdes terapéuticas.

2.8.1 - Principais grupos de micro-organismos probidticos

Nas décadas recentes, os cientistas forneceram provas encorajadoras de que 0s
micro-organismos probidticos sdo valiosos na prevencao e no tratamento de uma variedade
de doencas. O uso de probioticos estd se expandindo dramaticamente devido a nossa
compreensdo crescente de como esses micro-organismos benéficos exercem seus efeitos e
quais tensdes sdo efetivas para condicdes especificas (VILLENA e KITAZAWA, 2017).

Os microrganismos utilizados como probidticos em humanos e animais, Sao
usualmente componentes ndo-patogénicos da microbiota normal, tais como as bactérias &cido-
Lacticas (principais géneros Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Streptococcus e Enterococcus) e leveduras como Saccharomyces boulardii (FERREIRA et
al., 2011).

As bifidobactérias sdo micro-organismos ndo formadores de esporos gram positivos.
Este género inclui 30 espécies, 10 das quais sdo de origem humana (céries dentérias, fezes e
vagina), 17 de origem animal, 2 de aguas residuais e 1 de leite fermentado. Tem como
caracteristica produzir &cido acético e latico na proporcao de 3:2, a partir de dois moles de
hexose, sem producdo de CO,. A enzima essencial desta via metabdlica fermentativa é a
frutose-6-fosfato fosfocetolase. Além da glicose, todas as bifidobactérias de origem humana
sdo capazes de utilizar a galactose, a lactose e a frutose como fontes de carbono
(CARVALHO etal., 2017)

Os lactobacilos constituem 43% (84 espécies) do nimero total de micro-organismos
com uso benéfico certificado (195 espécies que representam 28 géneros de Phyla
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria), sendo 22 deles representados por cepas que sdo
patenteadas na Europa devido as suas potenciais propriedades probiéticas (BOURDICHON et
al., 2012, SALVETTI e OTOOLE, 2017).

Do ponto de vista regulatério, o género Lactobacillus inclui trinta e seis (36) espécies
que receberam o status de Presuncdo Qualificada de Seguranca (PQS), sdo:Lactobacillus
(acidophilus, amylolyticus, amylovorus, alimentarius, aviaries, brevis, buchneri, caseli,
cellobiosus, coryniformis, crispatus, curvatus, delbrueckii, diolivorans, Farciminis,
fermentum, gallinarum, Gasseri, helveticus, hilgardii, johnsonii, kefiranofaciens, kefiri,
mucosae, panis, colinoides, paracasei, paraplantarum, pentosus, plantarum, pontis, reuteri,
rhamnosus, sakei, salivarius, sanfranciscensis) pela EFSA (EFSA, 2016, SALVETTI e
O'TOOLE, 2017) e doze (12) espécies sdo Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS)
pela US Foodand Drug Administration (FDA), sdo: Lacobacillus (acidophilus, , L. caseli, L.
rhamnosus, L. fermentum, L. paracaseisubsp. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, s, L. sakei),
(SALVETTI e OTOOLE, 2017).
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Figura 08. Espécies de Lactobacillus utilizadas em aplicaces benéficas para a saude. Fonte:
(SALVETTI e OTOOLE, 2017).

Com relagdo a atividade psicobidtica dos probidticos, Lyle (2011) lista varios
neurotransmissores (normalmente produzidos pelo cérebro) que também sdo produzidos por
varios probioticos no intestino: noraepinefrina por espécies de Sacharomyces, serotonina por
Streptococcus e Enterococcus, GABA por Lactobacillus e Bifidobacterium, noraepinefrina e
dopamina por Bacillus e acetilcolina por Lactobacillus.

De outra forma, neurotransmissores podem ser modulados pela microbiota intestinal.
Cepas de Lactobacillus acidophillus induziram a expressdao de receptores opioides e
canabindides nas células epiteliais intestinais (ROUSSEAUX et al., 2007 ). Além disso, Bif.
infantis aumenta os niveis plasmaticos de triptofano e, assim, modula 5-HT (DINAN e
CRYAN, 2017). Por sua vez, Lactobacillus rhamnosus altera a expressao do receptor para
GABA (BRAVO et al., 2011).

2.8.2 Propriedade biologicas e alegacGes de saude

No Brasil a Resolucdo-RDC ANVISA N° 2, DE 7 de janeiro DE 2002, é que
padroniza os procedimentos a serem adotados para a avaliacdo de seguranga, registro e
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comercializacdo de Substancias Bioativas e Probioticos Isolados com alegacdo de
propriedades funcional e ou de salde.

A medida que o conhecimento sobre o microbioma na satde e doenca se expandiu,
também houve grande interesse na manipulacdo terapéutica do microbioma. Uma dessas
abordagens € o uso de probioticos. As propriedades biologicas de uma série de organismos
probioticos putativos sdo amplamente estudadas “in vitro” e em modelos animais e varios
efeitos impactaram potencialmente em doencas humanas identificadas (GHOSHAL, et al.,
2017).

Os probidticos estdo disponiveis em diversos formatos: como organismos Unicos,
como um coquetel de organismos mdltiplos, ou em combinagdo com um prebidtico
(simbidtica). Embora, sem duvida, exerca importantes efeitos biologicos e clinicos, 0s
probidticos possuem registro de seguranca excelente e de longa data, mas ndo sao
inteiramente sem risco. (ROWLAND, et al., 2010, SANDERS et al., 2010, GHOSHAL, et al.,
2017).

2.8.3 - Uso de probiodticos durante a prenhez e a lactacao

A prenhez e a lactacdo sdo estagios criticos para a microbiota intestinal. Nessas etapas, a
microbiota da prole é modificavel, oferecendo janelas de oportunidades para a administracdo de
probidticos como estratégia para apoiar o estabelecimento compativel com a satide. Os probi6ticos
administrados durante a prenhez e a lactacdo utilizando modelos animais, tem o objetivo de
conciliar os mecanismos moleculares que podem ser responsaveis pelos beneficios observados nos
seres humanos. Especificamente, o foco € a propensdo dos probidticos administrados no inicio da
vida para manter uma composicéo de microbiota intestinal eubi6tica, garantir maturacéo intestinal
adequada, prevenir infeccBGes patogénicas e melhorar as respostas imunologicas (HASHEMI, et
al., 2016).

Durante a prenhez, a microbiota intestinal sofre varias alteracdes de composi¢do. Do
primeiro ao terceiro trimestre, a microbiota da mée é remodelada de uma comunidade rica e
diversificada para uma menor diversidade caracterizada por um aumento geral de Proteobactérias e
Actinobactérias (KOREN, et al., 2012). No entanto, acredita-se que o feto fosse estéril com o
desenvolvimento da carga microbiana para ser estritamente um processo pos-natal determinado por
transmissOes verticais, através da mae e horizontal através do meio ambiente (HASHEMI, et al.,
2016). No entanto, na ultima década tem fornecido evidéncias que sugerem que 0S mecanismos
pré-natais podem iniciar mudancas de composicdo na microbiota mais cedo do que se acreditava
anteriormente. Isso se deve ao fato de que ha deteccdo de microorganismosna
placentaAAGAARD et al., 2014), corddo umbilical, (JIMENEZ et al., 2005), liquidos
amnidticos e membranas fetais de recém nascidos saudaveis, (RAUTAVA et al., 2012) sem
indicacao de infeccdo patogénica.

Alguns estudos afirmam que a mée é de suma importancia para determinar a microbiota
intestinal da prole durante a prenhez. O mecanismo pelo qual as bactérias intestinais da mée entram
no ambiente uterino ndo esta bem elucidado, no entanto, as células dendriticas podem manipular
juncdes ocludentes dentro do epitélio intestinal, permitindo a translocagdo de micro-organismos do
lmen intestinal (RESCIGNO, et al., 2001). Este transporte fagocitico permite que as bactérias
viajem para a placenta através da corrente sanguinea (FUNKHOUSER e BORDENSTEIN,
2013) Curiosamente, mostrou-se que a translocacdo bacteriana do intestino para os ganglios
linfaticos mesentéricos e a glandula mamaria é aumentada durante o atraso da prenhez e ao longo
do periodo de lactagdo em camundongos (PEREZ et al., 2007). Ha evidéncias de que os
probidticos administrados a mulheres gravidas podem ser recuperados no trato intestinal de a sua
prole e influenciam a composicdo microbiana intestinal da crianca (THUMet al., 2012).
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Especificamente, o consumo de Lactobacillus rhamnosus GG durante situacdes atraso na prenhez
resultou na colonizacdo de bebés até 24 meses de idade e também aumentou a diversidade de
bifidobactérias (GUEIMONDEget al., 2006). Além disso, a administracéo de L. rhamnosus GR-1,
juntamente com uma fonte vegetal de micronutrientes, durante o segundo e terceiro trimestres de
gestacdo, resultou em maior diversidade microbiana vaginal em mulheres da Tanzania, juntamente
com uma maior abundancia de Bifidobacterium e diminuicio da abundancia de
Enterobacteriaceae nas fezes do recém-nascido (BISANZ et al., 2015).

O processo de estabelecimento pos-natal da microbiota intestinal tem sido bem
caracterizado. O nascimento € a primeira oportunidade para a exposicao microbiana fora do Gtero e
a identidade dos micrdbios que inoculam a crianca nesta fase é fortemente dependente do modo de
parto. A microbiota dos bebés de parto normal é semelhante a microbiota vaginal da mae
(Lactobacillus, Prevotella, Sneathia spp.), (DOMINGUEZ-BELLO et al., 2010), enguanto a
microbiota daquelas que nasceram a partir de cesariana apresentam diminuicdo de riqueza e
diversidade, (AZAD et al., 2013), além de ser mais parecida com o da superficie da pele da mae
(Staphylococcus, Corynebacterium Propionibacteriumspp), (DOMINGUEZ-BELLO et al.,
2010). Os primeiros microorganismos colonizadores do microbioma infantil ap6s o nascimento
sdo bactérias anaerdbicas aerotolerantes e facultativas. Isto € mostrado aos 3 dias de idade em fezes
infantis, onde ha uma carga relativamente alta de Lactobacillales, refletindo a microbiota vaginal,
bem como a Escherichia das Enterobacteriales(AVERSHINA et al., 2014).

As atividades metabolicas dessas bactérias reduzem a concentracdo local de oxigénio e
criam um ambiente mais habitavel para posterior colonizacdo por anaerébios rigidos, como
Bifidobacterium spp, Clostridium e Bacteroides (SCHAEDLER et al., 1965, DAVIS et al.,
1973). Esse fato € mais facilmente constatado com 10 dias de vida eaos4 meses de vida, quando ha
uma diminuigdo significativa em anaerdbios facultativos (Escherichia) e um aumento de bactérias
anaerobicas (predominantemente Bifidobacterium), (AVERSHINA et al., 2014).

As condicBes nutricionais, a resposta imune e o modo de parto interagem
coletivamente uns com o0s outros e, por sua vez, influenciam na microbiota intestinal. O
feto entra em contato com micro-organismos oriundos do intestino materno através da
placenta e do liquido amnidtico. Um in6culo maci¢o de bactérias maternas € encontrado
durante o parto normal, que também estd associado ao aumento da permeabilidade
intestinal materna e translocacdo de bactérias intestinais para o leite materno. A
amamentacao ndo sé modula a colonizacdo bacteriana neonatal e a matura¢do imune, mas €
uma fonte direta de bactérias maternas. Apds o nascimento, o contato pele a pele com a
méae garante a transferéncia direta de bactérias maternas para o bebé para melhorar a
maturacdo imune e metabdlica saudavel (RAUTAVAet al., 2012).
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Figura 09: Os programas de microbiota intestinal auxiliam na saide da mée e do bebé. Fonte:
(RAUTAVAet al., 2012).

O uso adequado de probidticos possui diversas evidéncias sobre a reducdo de
doencas em seres humanos (KALLIOMAKI et al. 2003, RAUTAVA et al, 2012). A
suplementacdo probidtica perinatal é recomendada e pode influenciar a composicdo e
atividade precoce da microbiota e seus efeitos clinicos de saude de intervencdo probiético
foram demonstrados para serem duradouro, consistente com a nocdo de programacgéo
microbiana perinatal. Pesquisas sugerem que 0s probi6ticos administrados na primeira
infancia podem aumentar a maturagdo imune saudavel e reduzir o risco de eczema em
criancas de alto risco. Com base em relatérios publicados, parece que a intervencdo
probidtica é mais efetiva se iniciada na fase pré-natal (NIERS et al. 2009, DOTTERUD et
al., 2010, RAUTAVA et al., 2012).

Com a descoberta da importancia do contato pré-natal microbiano com o
desenvolvimento fetal e infantil abre novas e intrigantes possibilidades para o uso de
probidtico atraves da mulher gravida. Estudos relatam que a suplementacdo materna com a
combinacdo dos probiédticos L. rhamnosus GG e Bifidobacterium lactis Bb12 do primeiro
trimestre da prenhez até o final da amamentacéo reduz o risco de sensibilizacao atopica em
lactentes de alto risco (SOH et al., 2009).
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Surpreendentemente, foi observado uma reducdo estatisticamente significativa do
diabetes mellitus gestacional em mulheres que receberam probiéticos em comparacdo com
as do placebo no mesmo estudo (HUURRE et al., 2008). Além disso, a suplementacédo de
probioticos resultou em concentracbes de glicose plasmatica e sensibilidade a insulina
consistentemente melhoradas, ndo apenas durante a prenhez, mas também 12 meses pés-
parto entre mulheres metabdlicamente saudaveis (LUOTO et al., 2010). O mesmo estudo
forneceu evidéncias clinicas de que o consumo de probidticos reduz o risco de adiposidade
central materna ao longo do periodo pés-parto de 6 meses (LAITINEN et al., 2008). A
obesidade materna e a intolerancia a glicose sdo fatores de risco conhecidos para 0 excesso
de peso e a obesidade na prole e, de acordo com essa evidéncia, demonstramos que a
intervencdo probidtica perinatal modera o aumento excessivo de peso, especialmente entre
as criancas que mais tarde ficaram acima do peso durante os primeiros anos de vida, o
efeito sendo mais pronunciado aos 4 anos de idade (ILMONEN et al., 2011).
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4 OBJETIVO

e Evidenciar o efeito da suplementacdo materna com probidtico (Lactobacillus
paracasei) durante a prenhez e lactacdo, no desenvolvimento neurocomportamental da
prole de camundongos Swiss.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo de TPH2, 5-HT1a, BDNF, TRKB, TH, GAD 67, GAD 65, as
subunidades a2, a3 e a5 em amostras do hipocampo pelo método de RT-PCR;

e Avaliar a atividade motora espontanea utilizando o teste do campo aberto;

e Avaliar a expressdo de comportamento semelhante a ansiedade utilizando o teste do
labirinto em cruz elevado e do teste da caixa claro;

e Avaliar a expressdo de comportamento semelhante a depressdo utilizando teste da
suspensdo pela cauda.
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5 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Doze camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster, com 60 dias de vida e peso
aproximado de 30g, fornecidos pelo biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
UFRRJ, foram acasalados e divididos em dois grupos experimentais (n=6): controle e tratado.
Os casais foram colocados em caixas de 30 x 19 x 13 cm (I x ¢ x a) e mantidos em salas com
ambiente aclimatizado (temperatura de 20°C + 2°C e umidade a 60%) e com ciclo de claro-
escuro 12h-12h. Durante esse periodo, os animais receberam agua e racdo (Purina®) ad
libitum. Apods a detecgdo da prenhez através do diagnostico realizado a partir da visualizagdo
de espermatozoides no lavado vaginal, os casais foram separados e da-se inicio ao
experimento. As fémeas do grupo controle receberam apenas leite e as do outro grupo, leite
inoculado com probidtico.

4.2 Microrganismo

Foi utilizado Lactobacillus paracasei DTA 83 isolado em agar de Lamvab
(HARTEMINK et al., 1997) a partir de amostra fecal de lactente de até duas semanas de
idade. Esta cepa foi identificada por amplificacdo e sequenciamento da regido 16S do rDNA
como descrito por (ANDRIGHETTO et al. 2001) e faz parte da colecdo de culturas do
Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

A cultura de trabalho foi preparada por ativacdo da cultura de estoque congelada
através de trés subcultivos sucessivos em caldo MRS (Himedia, Mumbai, India)
comincubacdo a 36°C. Na ultima subcultura, os tubos foram centrifugados a 6000g durante 5
min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular lavado duas vezes antes
de resuspender em tampdo fosfato pH 7,2 e inocular esta suspensdo em de leite desnatado
reconstituido 12% (esterilizado a 110 ° C durante 10 minutos) de modo a conter cerca de 10’
UFC/mL.

4.3 Desenho experimental

Foram utilizados dois grupos(n = 6 cada pesando ~ 35g) camundongos (Mus
musculus), fémeas de linhagem Swiss. As fémeas, foram tratados durante a prenhez e lactacdo
com leite (grupo controle) ou leite inoculado com L. paracasei numa concentragdo de 107
células/mL (grupo experimental). Ambos os grupos receberam 0.1 mL de solucdo diariamente
por via oral através do método de gavagem. Os filhotes ao atingir o desmane (21 dias pds-
natal), foram separados e parte dos filhotes, inclusive todas as fémeas, foram submetidas a
eutanasia para coleta do hipocampo, que foi usado para analise neurobiol6gica através da
técnicas de RT-gPCR. Os camundongos machos apos atingir 21 dias pos-natal (DPN), foram
submetidos ao desmame, sendo realocada em caixas polipropileno de 34 x 40 x 20 cm com no
maximo dez animais. Ao atingirem a fase adulta, mais especificamente 70 DPN (dias pos-
natal), os filhotes foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais compostas pelos
seguintes ensaios: teste do campo aberto, caixa claro-escuro, labirinto em cruz elevado, e
suspensdo pela cauda. Filhotes fémeas ndo foram utilizadas nos testes comportamentais
devido o ciclo estral influenciar no resultado dos testes, uma vez que nessa fase a fémea libera
grande quantidade de hormonios.
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Com excecdo dos filhotes de 21 DPN, todos os animais utilizados nos diferentes
procedimentos metodoldgicos foram submetidos a eutandsia por sobrecarga anestésica. As
carcacas foram armazenadas em freezer e posteriormente recolhidas por firmas especializadas
para posterior cremagéao.

/’ ~
g Oy
/ \

! \
) \
I |
I I
I I
I I
! |
: Desmame 1
: Eutanasia !
: Inicio Nascimento (a-RTPCR) Prole Adulta |
1 -2I1 9 Toda prole 2|1 Somente os Machos 7I0 . :
- i 1 - 1 1 Dias 1
I Prenhez Lactagdo ‘ ‘ !
1

]
i ‘ ; ’ o T
i Tratamento: ¢ I
1 -LEITE (Controle) A :
: - LEITE (Inoculado L. paracasei 107) Adg‘ai:iasgtf:“:' 'm i
I sz i s 2 0 I
1 *Animais: Camundongas suicos (~35 - 40g), mantidas em uma vez ao dia, i
i sala com sistemas de controle do ciclo claro/escuro (12 o,1mL l|
\ horasclaro: 12 horas escuro) e temperatura ambiental (20 + );

\\\ 20C). Agua e Rac3o ad libitum. o
’
VS 2 Protocolo 23083.012282/2017 _ _ _ _ -’
Figura 10: Desenho experimental da programacdo materna com probi6ticos.

4.4 Aspectos éticos

Todos os procedimentos utilizados nesse estudo estdo de acordo com as normas e
principios éticos preconizados pela Comissdo de Etica para Uso de Animais — CEUA da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (protocolo 23083.012282/2017), que segue a
Lei 11.794 de 09 de outubro de 2008 que estabelece procedimentos para uso de animais em
pesquisa e ensino, aléem do Guide for the Careand Use of Laboratory Animals (NIH
Publicagdo N° 85-23, revisado 1996).

4.5 Procedimentos experimentais
4.5.1. qRT-PCR

Foi utilizada a técnica semi-quantitativa de RT-PCR para determinar os niveis de
RNAmM para as seguintes proteinas provenientes de amostras de hipocampo: TPH2, 5HT1a,
BDNF, TRKB, TH, GAD 67, GAD 65, bem como as subunidades a2, a3 € a5.

A extracdo de RNA das amostras de hipocampo foi realizada através de um metodo
padrdo que utiliza 1ml de TRIZOL® (TRIzol Reagent; Life technologies, Invitrogen) para
50mg de tecido. O RNA total extraido foi armazenado em freezer a 20° C e, posteriormente,
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submetido a andlise quantitativa atraveés da analise da concentracdo (em pg/ul) e da pureza
estabelecidas pela utilizacdo de um nano fotdmetro. Nao obstante, depois da quantificagdo do
RNA total extraido, uma aliquota de cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de
agarose 2% em TAE 1X (0,04 M Trisacetato + 1 mM EDTA) para a verificacdo da
integridade das amostras

Para a sintese de fitas simples de DNA complementar (cDNA) a partir do RNA total
através do mecanismo de transcrigdo reversa, foi utilizado um kit da Promega, por meio do
protocolo fornecido pelo fabricante. Em seguida, foi realizada a amplificagdo do fragmento
correspondente a0  RNAm do gene desejado, utilizando-se um aparelno de PCR
Mastercyclerep Realplex (Eppendorf,Germany), que possui um sistema de deteccdo e
quantificacdo de fluorescéncia produzida durante os ciclos de amplificacdo. Nesse aparelho,
as amostras foram desnaturadas pela incubacdo a 50°C durante 2 min e a 95°C por 10
minutos. Logo apos, as reacdes foram 40 vezes repetidas ciclicamente, usando as seguintes
etapas para todos os genes estudados: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C
por 30 segundos (Machado et al, 2009). A fluorescéncia da reacdo de amplificacdo entre os
primers e Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix 2X (Fermentas, USA) foi detectada
no fim de cada ciclo para monitorar a quantidade de produto de PCR formado. Para tanto, foi
feita a padronizagdo por meio da analise de dilui¢des seriadas de cDNA para os diferentes
genes estudados a fim de calcular a eficiéncia de cada ensaio.

Os niveis relativos de RNAm foram determinados pela comparacdo de uma linha
limiar que foi tracada na curva exponencial, formada a partir da amplificacdo de DNA. Essa
curva foi usada para calcular o CT (do inglés cyclethreshold) de cada amostra, ou seja, 0
ciclo do PCR no qual a fluorescéncia cruza a linha de base. O valor do CT é inversamente
proporcional a quantidade deamostra na reagdo, assim quanto maior a concentracdo do DNA
de estudo, menor é o valor de CT.

Apos a normalizacdo das amostras, 0 grupo controle teve seu valor convertido para 1
e 0s outro grupo teve seus valores convertidos em relacdo a ele conforme o método 2
AMCT(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Ademais, é importante ressaltar que cada amostra foi
analisada em duplicata.

Os primers de interesse utilizados para a amplificacdo do DNA foram sintetizados
pela Integrated DNA Technologies Inc. Como controle interno dos experimentos foi
utilizado o gene B-actina, um gene constitutivo. Na tabela 2, sdo destacados a sequéncia de
oligonucletideos presentes nos primers utilizados para avaliacdo quantitativa dos diferentes
genes estudados.

4.5.2. Avaliacao psicobiologica

Em todos os testes, 0 numero de animais utilizados foi de dez a doze individuos em
cada grupo experimental.

Todos os testes foram realizados entre 7:00 e 10:00 horas. Durante cada teste, 0s
experimentadores ficaram do lado de fora da sala de comportamento. No entanto, no
intervalo entre os testes, 0s mesmos entravam na sala, retiravam os animais e higienizavam
devidamente os aparatos com alcool 10%. Ademais, é importante salientar que todos 0s
testes foram gravados e os parametros comportamentais foram analisados posteriormente por
dois ou mais experientes pesquisadores.
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4.5.2.1 Teste do campo aberto

Este teste € um simples protocolo, cuja avaliagdo dos seus componentes tém sido
amplamente utilizada para determinacdo de emocionalidade (ROTH & KATZ, 1980) e da
atividade locomotora esponténea e exploratoria em roedores (WALSH & CUMMINS, 1976).
Além disso, este teste também € considerado um excelente modelo sensivel a drogas com
propriedades ansioliticas (PRUT & BELZUNG, 2003).

Imediatamente antes do ensaio, cada animal foi inserido individualmente no centro de
uma caixa circular, de acrilico (30 cm de didmetro) dividida em 12 quadrantes distribuidos
em duas diferentes zonas (central e periférica), onde os mesmos foram permitidos a explorar
0 ambiente por 5 minutos (Figura 11). Nesse protocolo, foram avaliados numero de
guadrantes totais, nUmero de quadrantes centrais, o numero de rearings (levantamento das
patas dianteiras pressionadas contra a parede da arena), tempo de grooming (autolimpeza), o
tempo de permanéncia na zona central, razdo central (relacdo entre nimero de quadrantes
centrais e totais) e nimero de bolos fecais. No final do ensaio, 0 niumero de bolos fecais
também foi avaliado. Nesse teste, a atividade locomotora/exploratoria € indicado pela
distancia total percorrida e pelo nimero de rearings, enquanto o numero de bolos fecais sdo
utilizados para avaliar o grau de emocionalidade. Por fim, as respostas semelhantes a
ansiedade estdo ligadas ao tempo de permanéncia no centro e pela razdo central
(MCILWAIN et al., 2001).

Figura 11: Teste da campo aberto.

4.5.2.2 Teste da caixa claro-escuro

Esse teste é baseado na aversao inata dos roedores por locais fortemente iluminados e
por ambientes novos (CRAWLEY & GOODWIN, 1980). Nesse protocolo, 0s animais foram
alocados individualmente em uma caixa de acrilico (45cm x 27cm x 27cm) dividida de
forma desigual em dois ambientes divididos por uma diviséria dotada de uma pequena
abertura, que permite a transicdo dos individuos no aparato. Dois tercos da ambiente é
fortemente iluminado (400 lux), enquanto a outra porcéo é escura (10 lux). Desse modo, 0s
animais foram colocados no lado escuro, onde foram permitidos explorar o aparato por 5
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minutos (Figura 12). Durante esse periodo, foram analisados o nimero de transi¢des e 0
tempo de permanéncia no ambiente claro, bem como a laténcia de entrada no ambiente mais
iluminado. Todos esses parametros séo relacionados com o comportamento semelhante a
ansiedade. Além disso, o comportamento de tomada de deciséo e exploracdo foram avaliado
pelo numero de tentativas e pelo nUmero de rearings, respectivamente.

Figura 12a: Teste da caixa claro-escuro.Figura 12b: Teste da caixa claro-escuro.

4.5.2.3 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado reflete um conflito entre a preferéncia dos roedores por
areas protegidas e sua motivacdo natural de explorar novos ambientes (PELLOW et al,
1985). Dessa forma, este teste presta-se a avaliacdo de aspectos relacionados a ansiedade e
medo (ARCHER, 1973). Além disso, durante este teste é possivel avaliar aspectos que
envolvem a tomada de decisdo dos animais, que estd diretamente relacionada a analise de
risco e, consequentemente, com o status de ansiedade (MIKICS et al, 2005).

O aparato utilizado no teste do labirinto em cruz elevado consiste em dois bragos
abertos (50 x 10 cm) cruzados por dois bracos opostos fechados com as mesmas dimensoes,
situados a 40 cm de altura em uma sala com luz vermelha. Os bragos séo conectados por uma
plataforma central (10 x 10 cm), cuja estrutura € semelhante a uma cruz grega. Desse modo,
os camundongos foram inseridos individualmente na plataforma central da cruz com a
cabeca voltada para um dos bracos fechados, sendo permitida a exploracdo do aparato por 5
minutos (Figura 13).

Durante este periodo, foram registrados parametros relacionados ao comportamento
semelhante a ansiedade tais como: o tempo cumulativo e a frequéncia de entradas nos bragcos
abertos e fechados. No entanto, é importante frisar que somente foi contabilizado como
entrada aquela tentativa em que os animais posicionavam todas as patas em um dos quatro
bracos. Apos a avaliacdo dos parametros anteriores, a percentagem de entradas nos bracos
abertos e o tempo de permanéncia na plataforma central foram calculados. Além disso, o
comportamento de tomada de decisdo foi avaliado pelo nimero de extensdes das patas
posteriores (SAP-Stretch attend postures).
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Figura 13: Teste do labirinto em cruz elevado.

4.5.2.4 Teste da Suspenséo pela Cauda

Este teste baseia-se na observacdo de que os roedores ap0s a execucdo inicial de
movimentos orientados de escape desenvolvem uma postura imével quando colocado numa
situacdo estressante inevitavel (PORSOLT et al., 1977). Nesse teste, a condicdo envolve o
estresse hemodindmico inescapavel causado pelo fato dos animais estarem pendurados pela
cauda. Para realizacdo desse protocolo, os camundongos foram fixados em uma haste a 100
cm do chdao com auxilio de uma fita adesiva (Figura 14). Durante o intervalo de 5 minutos,
foram contabilizados os seguintes parametros: o tempo de imobilidade, a laténcia para o
primeiro episédio de imobilidade. Sabe-se que a imobilidade pressupde uma baixa
capacidade de resiliéncia e, por conseguinte, um elevado status de comportamento
semelhante a depressdo (PORSOLT et al., 1977).

i g~ — - o

Figura 14: Teste da suspensao pela cauda.
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4.5.2.5 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram apresentados em valores de média + erro padrao.
A suposicdo da distribuicdo normal dos dados foi avaliada com o teste ShapiroWilk. Dessa
forma, se os dados passassem no teste de normalidade, comparacdes paramétricas foram
realizadas. Nesse caso, para grupos submetidos a interferéncia de apenas um fator de
variacdo, os dados foram analisados por T Student. Caso necessario, foi usado o teste de
Grubbs para deteccdo de valores aberrantes (Figura 15). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando os valores de p<0,05. Vale destacar que o software
GraphPadPrism 5 (La Jolla, CA, EUA) foi utilizado para todas as andlises estatisticas.

—| Anovatwoway | — [ BONFERRONI |
OU T-STUDENT
TESTE DE :
NORMALIDADE: | ESTATISTICA
SHAPIRO-WILK ROBUSTA E TESTE DE
GRUBBS
__| KRUSKAL-WALLIS OU
MANN WHITNEY

Figura 15. Representacdo esquematica dos procedimentos estatisticos adotados.
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6 RESULTADOS

5.1 Expressdo Génica Hipocampal

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi verificado que
suplementacdo materna com probiotico durante a prenhez e lactacdo causou reducao
significativa da expressdo hipocampal dos genes que codificam as enzimas GADG65 (0,81 +
0,101 vs. 1,00 £ 0,04, p = 0,006) e GAD 67 (0,75 + 0,05 vs. 1,00 + 0,03, p = 0.001), além da
subunidade a3 do receptor GABA A (0,38 + 0,01 vs. 1,23 + 0,24, p = 0,009) na prole com 24
DPN. Também foi observada uma tendéncia a infra-regulacdo da TH (p = 0,07). N&o houve
diferencas significativas na expressédo de TPH2 (p = 0,79), do receptor 5SHT1(p = 0,36),
BDNF (p = 0,61), bem como nas subunidades a2 (p = 0,42) e a5 (p = 0,22) do receptor
GABA A (Figura 16 e 17).
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Figura 16: Expressdo génica hipocampal de TPH2, 5HT1a, TH, BDNF em camundongos
com 21 DPN cujas maes foram tratadas com leite (controle) ou leite inoculado com L.
paracasei (probiotico). Nessa avaliacdo, ndo foram verificadas diferencas significativas. N =
6.

49



GAD 67 GAD 65 Subunidade a3

- -
O 4 O 1s do receptor GABAa
< < - 20
< q o
10 R e 10 — i
c c 15
= = * % T
= %k £ 3
S o ©
=} c
S 05 5 os = 12
= ° 3
S 3 2 05 *
o [ Q
< 00 % < 00 " =
o Leite Controle Leite Inoculado. o Leite Controle Leite Inoculado. 2 00
L. paracasei 10° L. paracasei 10° ) Leite Controle Leite Inoculado
L. paracasei 10°
Subunidade a2 Subunidade 5
do receptor GABAa do receptor GABAa

- 15 - 1.5

L _[_ L

o~

< 10 < 10 !

o ©

£ £

5 s

] 0.5 ° 0.5

o o

~ w

= 00 3 0.0

Leite Controle Leite Inoculado Leite Controle Leite Inoculado
L. paracasei 107 L. paracasei 10°

Figura 17: Expressdo génica hipocampal de GAD 65, GAD 67, subunidades a2, a3 ¢ a5 em
camundongos com 21 DPN cujas mées foram tratadas com leite (controle) ou leite inoculado
com L. paracasei (probiotico). Nessa avaliacdo, foram observadas diferencas significativas na
expressdo de GAD 65, GAD 67 e subunidades a3 do receptor GABA A. * representa p <
0,05; **, p<0,01. N =6.

5.2 Avaliacdo Comportamental

No teste do campo aberto (Figura 18), foi observado que os animais cujas mées foram
submetidas a suplementacdo com probidtico tiveram um aumento do nimero de quadrantes
centrais percorridos (35,0 £ 2,65 vs. 24,9 + 3,93, p = 0,04), maior razdo central (0,34 £ 0,03
vs. 0,24 £ 0,02, p = 0,02) e maior tempo de permanéncia na area central (56,5 + 7,00 s vs.
35,2 £ 6,71 s, p = 0,04) do que os do grupo controle. Ambos parametros estdo associados
com comportamento semelhante a ansiedade. Além disso, observamos um aumento no
namero de bolos fecais nos animais do grupo tratado, o que pode indicar uma alteracdo da
motilidade gastrintestinal (5,27 + 0,33 vs. 3,90 + 0,51, p = 0,03). Também foi observada uma
tendéncia a reducéo do tempo de grooming (p = 0,06).
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Figura 18: Avaliacdo da atividade exploratdria e do comportamento semelhante a ansiedade
em camundongos com 70 DPN cujas maes foram tratadas com leite (controle) ou leite
inoculado com L. paracasei (probidtico) através do teste do campo aberto. Nesse protocolo,
foi demonstrado que o grupo tratado teve menor comportamento semelhante a ansiedade. *
representa p < 0,05. N=12.

Na caixa claro-escuro (Figura 19), a suplementacdo materna com probioticos
promoveu diferengas significativas na laténcia (19,9 £ 2,89 s vs. 67,8 + 17,4 s, p = 0,01). Ja
no teste do labirinto em cruz elevado (Figura 22), os animais tratados tiveram menor nimero
de SAP (147,5 + 36,7 svs. 17,5 £ 1,83 s, p = 0,006) quando comparados ao grupo controle.
Também observamos uma tendéncia ao aumento do tempo (p = 0,08) e porcentagem de
entrada nos bracgos abertos (p = 0,07). Mais uma vez, tais alteragcdes indicam que o referido
tratamento promove uma reducdo do comportamento semelhante a ansiedade.
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Figura 19: Avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade em camundongos com 70
DPN cujas maes foram tratadas com leite (controle) ou leite inoculado com L. paracasei
(probiotico) através do teste da caixa claro-escuro. Nesse protocolo, foi demonstrado que o
grupo tratado teve menor comportamento semelhante a ansiedade. * representa p < 0,05.
N=12.
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Figura 20: Avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade em camundongos com 70
DPN cujas maes foram tratadas com leite (controle) ou leite inoculado com L. paracasei
(probiotico) através do teste do labirinto em cruz elevado. Nesse protocolo, foi demonstrado
que o grupo tratado teve menor comportamento semelhante a ansiedade. * representa p <
0,05. N=12.

No teste da suspensdo pela cauda (Figura 21), ndo verificamos diferencas
significativas (p > 0,05) em nenhum dos pardmetros avaliados, o que indica que a
suplementacdo materna com probioticos, apesar de ser capaz de reprogramar 0s mecanismos
neurobioldgicos envolvidos com o comportamento semelhante a ansiedade, ndo altera o
comportamento semelhante a depressao.
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Figura 21: Avaliacdo do comportamento semelhante a depressdo em camundongos com 70
DPN cujas maes foram tratadas com leite (controle) ou leite inoculado com L. paracasei
(probiotico) através do teste da suspensdo pela cauda. Nesse protocolo, ndo foram verificadas
diferencas significativas. N=12.
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7 DISCUSSAO

Até onde sabemos, esse € o0 primeiro trabalho a investigar 0s impactos
neurocomportamentais da suplementacdo materna com lactobacilos durante a gravidez e
lactacdo em prole saudavel de camundongos. De acordo com nossos resultados, esse
tratamento modificou o perfil transcricional do sistema gabaérgico, promovendo alteracfes
comportamentais a longo prazo na prole adulta, caracterizadas por baixa ansiedade.

Um trabalho elegante que apoia nossos resultados foi publicado por Bravo e
colaboradores (2011). Embora este estudo tenha utilizado animais adultos ndo programados,
este grupo verificou que a suplementacdo com Lactobacillus rhamnosus promoveu
alteracdes dependentes da regido em receptores GABA metabotropicos e ionotropicos. Por
outro lado, Liang e colaboradores (2017) mostraram que a disbiose intestinal no inicio da
vida também induz a reducdo da expressdo das subunidades a5 e 6 do receptor GABAA N0
hipocampo de camundongos adultos. No entanto, essas alteragcdes foram melhor revertidas
pela administracdo de probidticos do que com o tratamento usual com benzodiazepinicos.
Para explicar essas caracteristicas transcricionais, precisamos destacar uma propriedade
importante dos lactobacilos: esses microrganismos, incluindo L. paracasei, expressam
enzimas sintetizadoras de GABA (KOMATSUZAKI et al., 2008). Em tais bactérias, a
producdo de GABA intracelular confere resisténcia ao pH acido (FEEHILY & KARATZAS,
2013). E possivel que os produtos da microbiota intestinal, incluindo o GABA, exercam um
papel de modulacdo epigenética no sistema nervoso central, promovendo mudancas na
transcricdo neuronal e, eventualmente, alterando o comportamento do hospedeiro ndo apenas
no inicio da vida, mas também na idade adulta.

De acordo com a literatura, 0 eixo microbioma-intestino-cérebro parece desempenhar
um papel importante nos niveis de BDNF e 5-HT do hipocampo. Em camundongos esteéreis,
os niveis de RNAm para BDNF foram diminuidos na regido CAl do hipocampo em
comparac¢do com animais controle (DIAZ HENTZ et al., 2011) e diminuiram de forma
semelhante ap6s o tratamento antibidtico de camundongos livres de patdgenos especificos
(FROHLICH et al., 2016 ). Camundongos estéreis também exibiram aumentos substanciais
nos niveis de 5-HT no hipocampo (Clarke et al., 2013). De fato, existem poucos trabalhos
que correlacionam a suplementacdo com probiéticos e a regulacdo dos genes acima
mencionados. No entanto, a administracdo cronica de Lactobacillus rhamnosus altera a
expressao de genes relacionados com sistema serotonérgico e Bdnf em cérebros de peixe-
zebra (BORRELLI et al., 2016). Ao contrério do que foi observado no sistema GABAérgico,
ndo foram verificadas alteracGes transcricionais nos genes que codificam BDNF, TH e
TPH2. Embora ndo tenhamos verificado diferencgas, precisamos lembrar que a expressao
génica ndo estd necessariamente relacionada com atividade e expressdo protéica. Assim,
mais estudos serdo necessarios para avaliar o impacto da suplementacdo materna com
probidtico na neuroquimica da prole.

Do ponto de vista neurocomportamental, mostramos que o tratamento com probiotico
durante a prenhez e lactacdo promove efeitos ansioliticos no teste de campo aberto (aumento
do tempo na area central e razéo central), na caixa claro-escuro (diminuicdo da laténcia para
0 ambiente claro) e no teste labirinto em cruz elevado (numero de SAP). No labirinto em
cruz elevado, houve uma tendéncia de aumentar o tempo e a porcentagem de entradas em
bragos abertos. No entanto, como demonstrado anteriormente, o0 SAP é um comportamento
natural observado em roedores sob avaliacdo de risco e fundamentalmente pode ser mais
sensivel para estimar os niveis de ansiedade do que medidas espago-temporais neste
protocolo (MOLEWIK et al.,, 1995). Para reforcar os resultados obtidos, evidéncias
experimentais demonstram que o tratamento com Lactobacillus ou Bifidobacterium é capaz
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de reduzir o comportamento relacionado ao estresse na prole adulta submetido a um modelo
de estresse precoce induzido pela separagédo materna (GAREAU et al., 2007; DESBONNET
et al. al., 2010; COWAN et al., 2016; MCVEY NEUFELD et al., 2017). Na maioria desses
estudos, o tratamento com probiotico normaliza a liberagéo de corticosterona. Além disso, de
acordo com Mc Vey-Neufeld e colaboradores, o tratamento com probi6ticos tambem
restaura a expressao de receptores de glicocorticoides no hipocampo. Em conjunto, esses
achados sugerem que as bactérias probidticas podem restabelecer o ponto de ajuste do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal alterado pelo estresse no inicio da vida.

Outro trabalho que nos ajuda a entender o potencial uso terapéutico da suplementacéo
materna com probidtico foi publicado por Hsiao e coautores (2013). Este grupo observou que
em modelo de ativacdo imunoldgica precoce induz comportamento relacionado ao autismo
em filhotes adultos. Esses animais apresentam um perfil metaboldomico no plasma alterado.
Alguns desses metabdlitos também promovem o comportamento relacionado ao autismo em
animais ndo programados. Curiosamente, o tratamento com Bacterioides fragilis reverte
essas anormalidades comportamentais em ambos 0s protocolos. Este fato levanta a
possibilidade de que bactérias probidticas possam promover efeitos benéficos no hospedeiro,
alterando o perfil de metabdlitos. E importante ressaltar que o comportamento ansiolitico
observado em nosso estudo também pode estar relacionado a modulacdo do sistema
GABAEérgico no periodo perinatal induzida pela suplementacdo materna com probiético,
sendo este perfil transcricional importante para a programacdo de fenotipos
neurocomportamentais na vida adulta. Mais estudos serdo necessarios para investigar essa
hipotese em filhotes programados.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a

suplementacdo materna com probi6ticos durante o periodo de prenhez e lactagdo afeta o
desenvolvimento ontogénico da prole, proporcionando alteragdes:

A suplementacdo materna com probiotico durante a prenhez e lactacdo causou
reducdo significativa da expressao hipocampal dos genes que codificam as enzimas
GAD, na subunidade a3 do receptor GABA A, além de uma tendéncia a infra-
regulacdo da TH da na prole com 21 DPN. Apesar da reducdo na expressao dos
genes que codificam esse neurotransmissor a prole apresentou comportamento de
menor ansiedade observado no teste do campo aberto, labirinto em cruz elevado e
caixa claro-escuro.

Acredita-se que os produtos da microbiota intestinal, incluindo o GABA
sintetizado por Lactobacillus, exercam um papel de modulacdo epigenética no
sistema nervoso central, promovendo mudangas na transcricdo neuronal e,
eventualmente, alterando o comportamento do hospedeiro ndo apenas no inicio da
vida, mas também na idade adulta

Mais estudos serdo necessarios para entender os mecanismos epigenéticos pelos quais

esse tratamento programa o perfil neuroquimico da prole. Além disso, precisamos estudar
ndo apenas a relacdo entre o eixo perinatal cérebro-intestino-microbioma e os distarbios
afetivos, mas também sua implicacdo com outras doengas psiquiatricas, tais como: autismo,
esquizofrenia e transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade. Sem duvida, o0 microbioma
pode afetar a interacdo gene-ambiente,
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