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RESUMO

O uso de modelos animais como os ratos SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) nas
pesquisas que relacionam microbiota e o sistema cardiovascular demonstram-se
promissores. Ratos da linhagem SLA16 (SHR.LEW-Anxrr16) possuem o perfil genético
idéntico ao da linhagem SHR, com excegao de uma regiao gendémica diferencial localizada
no cromossomo 4. Até o momento, as diferengas comportamentais e fisioldgicas
apresentadas entre essas duas linhagens sdo associadas as suas diferengas genémicas,
mas se faz necessario a busca de respostas sobre a interferéncia dos seus microbiomas.
Dessa forma, este trabalho tem como objetivo investigar a microbiota e a sua participagao
nas alteragées comportamentais e fisioldgicas entre as linhagens SHR e SLA16. Para o
estudo foram utilizadas ratas fémeas de 4-5 meses. No primeiro bloco experimental foi
realizada avaliagdo do ciclo estral de fémeas com posterior analise de pressao arterial
sistélica (PAS) e comportamento no Campo Aberto (CA). No segundo e terceiro blocos
experimentais foram realizados tratamentos com um coquetel de antibiéticos de amplo
espectro por gavagem (12/12h; durante 13 dias) seguido de transplante da microbiota
fecal (TMF). Posteriormente, foram realizadas (i) analises de PAS antes, durante e apos
o tratamento com os antibioticos, e durante o TMF; além de (ii) analises comportamentais
no CA, Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Caixa Atividade (CAtiv) apds antibioticoterapia
e TMF. Em suma, no primeiro bloco experimental, ndo ouve diferencas de PAS e
comportamento no CA entre as fases do ciclo estral de ratas SHR e SLA16. No segundo
bloco experimental, as analises de microbiota, apds a administracdo de antibidtico,
resultaram em diminuicio da PAS de ratas SHR. Ocorreram também efeitos
comportamentais, resultando em diminuicdo da locomocgao no CA e CAtiv, assim como,
uma diminuigdo do comportamento tipo-ansioso no LCE de ambas as linhagens. Por fim,
no terceiro bloco experimental, as analises realizadas durante o TMF demonstraram
aumento da PAS em ratas SLA16 sem efeitos significativos em relagdo aos
comportamentos. Dessa forma, o compilado de resultados demonstra que a microbiota
intestinal tem relagcdo com a PAS e o comportamento, pois a sua deplecdo modificou
essas variaveis em ambas as linhagens. O efeito de aumento da PAS especifico de
linhagem, durante o TMF, sugere que exista uma interagao entre genétipo e microbioma,

que deve ser investigada futuramente.

Palavras-chave: Microbioma. Hipertensdo. SHR. SLA16.



ABSTRACT

The use of animal models such as SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) in
researches that correlates microbiota and the cardiovascular system are promising.
SLA16 (SHR.LEW-Anxrr16) rats have the same genetic profile as the SHR strain,
except for a differential genomic region mapped on chromosome 4. To date, the
behavioral and physiological differences between these two strains are associated with
genomic differences, but it is necessary to search for answers about the interference
of their microbiomes. Thus, this study aims to investigate the microbiota and its
participation in behavioral and physiological changes between the SHR and SLA16
strains. 4-month-old SHR and SLA16 female rats were used for the study. In the first
experimental set, the estrous cycle of females was evaluated with subsequent analysis
of systolic blood pressure (SBP) and open-field behavior (OF). In the second and third
experimental sets, treatment was performed with a cocktail of broad-spectrum
antibiotics by gavage (12/12h; for 13 days) followed by fecal microbiota transplantation
(FMT). Subsequently, (i) SBP analyses were performed before, during and after
antibiotic treatment, and during the FMT; and (ii) behavioral analyzes in OF, elevated
plus maze (EPM) and activity cage (AC) after antibiotic therapy and FMT. In the first
experimental set, there are no differences in SBP and OF behavior during the different
phases of the estrous cycle of SHR and SLA16 rats. In the second experimental set,
microbiota analyzes after antibiotic administration resulted in decreased SBP in SHR
rats. Behavioral effects also occurred, resulting in decreased locomotion in OF and
AC, as well as a decrease in anxiety-related behavior in both strains. Finally, in the
third experimental set, the analyzes performed during the FMT between strains
showed an increase in SBP in SLA16 rats without significant effects on behaviors.
Thus, the compiled results show that the intestinal microbiota is related to SBP and
behavior, since its depletion changed these variables in both strains. The strain-
specific increase in SBP during FMT suggests that there is an interaction between

genotype and microbiome that should be further investigated.

Keywords: Microbiome. Hypertension. SHR. SLA16.
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1. INTRODUGAO

1.1. MICROBIOTA

Como individuos, servimos como hospedeiros de trilhdes de microrganismos,
0s quais incluem bactérias, fungos, protistas e virus que denominamos de microbiota.
As bactérias compdéem uma parcela importante dessa microbiota e vém sendo
amplamente estudadas, sendo que a maior parte dessa populagao reside no intestino.
Embora essas bactérias tenham sido historicamente atribuidas como auxiliares na
digestao no trato gastrointestinal (Gl), devido a multiplicidade de interacbes diretas e
indiretas com o organismo, essa microbiota intestinal também esta intimamente ligada
a saude do hospedeiro (SAVAGE, 2001).

Para entender efetivamente o papel da microbiota comensal na fisiologia do
hospedeiro, tornou-se necessario descrever a composi¢gao complexa da microbiota.
Assim, atualmente, ferramentas moleculares estdo sendo utilizadas em estudos tanto
com humanos como em outros animais, para determinar a forma como a microbiota
em seres humanos é diferente e/ou semelhante a de roedores (LAY et al., 2005). Ou
seja, foram desenvolvidas ferramentas moleculares e metagendmicas que permitiram
entender melhor a estrutura e fungao da comunidade microbiana intestinal (LAY et al.,
2005). Desta forma, varios filos bacterianos sé&o representados no intestino, com
consideravel diversidade de espécies. Os dois filos mais proeminentes sao Firmicutes
e Bacteroidetes, seguido de Proteobactérias, Actinobacteria e Fusobactérias, em
numeros reduzidos (QIN et al., 2010). Porém, a composi¢ao do ecossistema intestinal
pode ser influenciada por multiplos fatores, tais como idade, ambiente, habitos
alimentares e a aplicacao de antibidticos.

O estudo da microbiota do trato Gl envolve entdo, além da investigacdo dos
microrganismos presentes (abundancia e diversidade), a sua atividade (geralmente
determinada in vitro e in vivo) e as interagbes sinérgicas e competitivas em um
hospedeiro. Os métodos de estudos, que nos ultimos anos vém trazendo grandes
avangos ao conhecimento sobre a microbiota, se fazem a partir do uso de modelos
experimentais com roedores.

Dentre as técnicas essenciais para a pesquisa da microbiota intestinal, incluem-
se a manipulacao de animais isentos de microbiota, isto €, isento de quaisquer virus,

bactérias, fungos ou parasitas (germ-free) e animais Specific Pathogen Free (SPF)
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que sao caracterizados por constituirem uma microbiota mais livre de patdgenos
especificos. Outras abordagens contam com inoculagdo controlada de
microrganismos especificos benéficos para o organismo (probidticos); intervengao
dietética com substancias fermentaveis; carboidratos; fibras que beneficiam
crescimento e metabolismo de componentes da microbiota (prebioticos); além da
administracao de metabolitos gerados pela microbiota a partir da quebra de alimentos;
e intervengdes no ecossistema através de tratamento com antibidticos e transplantes
da microbiota fecal (TMF) (CHEN et al., 2005; BACKHED et al., 2007).

Devido a essas novas abordagens, ao longo da ultima década vém surgindo
evidéncias crescentes sobre a relagdo da composi¢cao da microbiota intestinal sobre
diversos sistemas, incluindo o sistema cardiovascular, imunologico, neural e
endodcrino. Nesses sistemas, ja foram descritos mecanismos pelos quais a microbiota
intestinal e seus metabdlitos atuam em alvos celulares prevenindo ou contribuindo

para a patogénese de diversas patologias (MARQUES et al., 2018).

1.2.  MICROBIOTA E HIPERTENSAO

A hipertensado é uma condicdo complexa e multifatorial influenciada por fatores
genéticos e ambientais. Esses fatores incluem, entre outros, inatividade fisica,
obesidade, consumo alto de alcool, uso de tabaco, niveis altos de estresse e ma
alimentacgao. Devido a essa doenca ser intimamente influenciada por fatores do estilo
de vida, essas observagdes fornecem uma nova perspectiva sobre a doenca e
sugerem que a microbiota intestinal e seus metabdlitos podem ser tdo importantes
guanto os fatores genéticos (MARQUES et al., 2018). Um dos modelos genéticos mais
utilizados para o estudo da hipertensdo sdo os Spontaneously Hypertensive Rats
(SHR), que desenvolvem hipertensao arterial a partir da quinta semana de vida. Essa
linhagem isogénica de ratos (individuos que apresentam o mesmo genoma entre si)
foi desenvolvida a partir do cruzamento de ratos Wistar selecionados com presséo
arterial elevada (OKAMOTO e AOKI, 1963).

Embora numerosos estudos ja busquem discutir o papel da disbiose
(desequilibrio entre bactérias comensais e patogénicas) no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao
estdo completamente elucidados. Estudos recentes utilizando modelos de
hipertensdo com administragcdo de probidticos (GOMEZ-GUZMA'N et al., 2015),
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prebidticos (TUNAPONG et al., 2017) antibioticos, transplante da microbiota fecal
(ADNAN et al., 2017) e modelos isentos de colonizagao intestinal (animais germ-free)
demonstram essa intima relagdo do microbioma com o sistema cardiovascular. Por
exemplo, estudos sugerem que animais SHR apresentam uma disbiose quando
comparados aos Wistar-Kyoto (WKY) (YANG et al., 2015), sendo que essa surge na
mesma fase de desenvolvimento do animal em que ocorre o aparecimento da
hipertensao arterial (SANTISTEBAN et al., 2017). Além disso, a redugao da microbiota
intestinal de ratos SHR pelo tratamento com antibidticos interfere nos niveis
pressoricos, causando uma diminuigao da hipertensdo desses animais (GALLA et al.,
2018). Atualmente, essa disbiose intestinal é visivel tanto em modelos animais
(DURGAN et al.,, 2016) quanto em seres humanos hipertensos, resultando em
proporcdes alteradas entre os filos Firmicutes e Bacteroidetes e culminando, assim,

na diminui¢cao da riqueza bacteriana intestinal (YANG et al., 2015; Ll et al., 2017).

1.3. O EIXO CEREBRO-INTESTINO-MICROBIOTA

Semelhante ao sistema cardiovascular, o sistema neural também possui uma
relagao intima com a microbiota intestinal. Estudos utilizando estratégias e modelos
animais germ free demonstram que diferentes tipos de estressores psicologicos
modulam a composi¢do e a biomassa total da microbiota entérica (MEDDINGS e
SWAIN, 2000). Desta forma, o sistema nervoso autbnomo (SNA) regula fungdes
intestinais como motilidade, secrecao de acido gastrico, produgao de muco, peptideos
intestinais e antimicrobianos e resposta imune da mucosa (MAYER et al., 2011).
Nesse contexto, modelos experimentais que utilizam roedores, demonstram que a
permeabilidade intestinal pode aumentar em resposta ao estresse, aos traumatismos,
a pancreatite, e ao choque séptico, causando a translocacdo bacteriana do lumen
intersticial para a circulagao (BRZOZOWSKI et al., 2016). Esse fenétipo ocorre junto
com o aumento dos niveis de metabdlitos bacterianos circulantes, como o LPS, que
modulam diferentes efeitos em outros 6rgaos, induzindo assim varios sintomas
fisiologicos e/ou comportamentais (RUDZKI e SZULC, 2018).

Essa sinalizagao bidirecional ocorre através do Eixo cérebro-intestino-
microbiota que € composto por um conjunto de complexas vias envolvendo a via
nervosa, neuroenddécrina e imune que sao vitais para manter a homeostase do
organismo (LIANG et al., 2018).
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Em relacdo a via nervosa, os sinais intestinais podem ser transmitidos para o
cérebro através do nervo vago e do sistema nervoso simpatico. Estudos indicam que
a infecgdo por patdégenos, como Campylobacter jejuni e Citrobacter amalonaticus,
levam ao aumento do comportamento relacionado a ansiedade, enquanto que,
suplementagado probidtica com bactérias, como a Lactobacillus rhamnosus e a
Bifidobacterium longum, reduzem a ansiedade e comportamentos depressivos
(BERCIK et al., 2011). Sugere-se que tanto os efeitos ansiogénicos/depressivos
quanto os ansioliticos/antidepressivos dependem do nervo vago, pois esses efeitos
podem ser eliminados através de vagotomia (FORSYTHE et al., 2014).

Além disso, também sdo descritas algumas espécies bacterianas envolvidas
na estimulagdo da producdo de outros neurotransmissores como dopamina (um dos
principais neurotransmissores de recompensa); noradrenalina (conhecido por seu
papel na excitacdo e vasoconstricao, além de estar envolvida no comportamento e
cognigcao, como memoria, aprendizado e atengao); serotonina (envolvida na regulagao
de numerosos processos fisioldgicos, incluindo secrecdo gastrointestinal,
vasoconstricdo, comportamento e fun¢cdo neurolégica); e o GABA (principal
neurotransmissor inibitério do SNC) (STRANDWITZ, 2018; BORODOVITSYNA et al.,
2017; BERGER et al., 2009; WONG et al., 2003). Desses neurotransmissores, 0
melhor exemplo que caracteriza essa interag&o entre a microbiota e o sistema nervoso
central é a serotonina, pois esta tem 95% da sua produgdo e armazenamento
realizados por células enterocromafins (CECs) do trato Gl e apenas 5% € armazenado
no SNC (KIM et al., 2000).

Como ja citado, outro caminho importante pelo qual a microbiota intestinal e
seus metabdlitos se comunicam com o SNC, ocorre através das células do sistema
endécrino no intestino. As células enteroendécrinas (CEEs) séo intercaladas entre
células epiteliais em todo o comprimento do intestino e contém mais de 20 diferentes
tipos de moléculas de sinalizagdo que podem atingir a circulagdo e o SNC. Através
dessa via neuroenddcrina, que inclui a participagdo do eixo Hipotalamo-hipdfise-
adrenal, a microbiota intestinal afeta a concentragcdo e a funcdo de moléculas que
incluem peptideos intestinais, oxitocinas, peptideos opidides e neuro-horménios
(LIANG et al., 2018; MARTIN et al., 2018).

Além da via endécrina, a microbiota pode causar alteragdes imunoldgicas que
também afetam o SNC. Até o momento, ja foram observadas contribuigdes

substanciais da microbiota com a homeostase da micréglia (células fagociticas que se
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infiltram no cérebro durante o desenvolvimento do organismo e desempenham um
papel vital na vigilancia imunoldgica e na homeostase do SNC) (ERNY et al., 2015).
Essas evidéncias foram demonstradas quando a auséncia da microbiota intestinal
acarreta uma deficiéncia imune significativa no SNC, devido aos defeitos na
maturacao, diferenciagao e funcado destas células (GENSOLLEN et al., 2016). Além
disso, estudos ja correlacionam a presenca de células e citocinas pro-inflamatorias na
reducdo da integridade da barreira hematoencefalica, assim como na ativagao da
microglia, desencadeando uma inflamagdo excessiva que esta implicada no
desenvolvimento de disturbios depressivos e de patologias neurodegenerativas
(WAISMAN et al., 2015).

1.4. LINHAGENS ISOGENICAS SHR E SLA16

Como mencionado, a relagdo entre microbiota e a fisiologia animal esta
presente em diferentes estudos utilizando animais isogénicos, como, por exemplo, o
SHR que apresenta uma disbiose ao ser comparado com animais WKY. Neste
contexto, desde o desenvolvimento da primeira linhagem isogénica de ratos por King
em 1909, mais de 1000 linhagens isogénicas de ratos foram criadas para o estudo de
diversos aspectos fisiolégicos e bioquimicos em diferentes doengas, como: doengas
autoimunes, cardiovasculares e neurolégicas (AITMAN et al., 2008).

Animais SHR, s&o considerados um dos modelos genéticos mais amplamente
utilizados nos estudos de pressao arterial, além de serem aplicados em pesquisas
relacionadas ao: Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH)
(SAGVOLDEN et al., 2000), ansiedade, memoéria e aprendizado (DE MEDEIROS et
al., 2013). Esses fendtipos estdo também correlacionados aos aspectos
neuroquimicos, como hipofuncdo dopaminérgica, hiperativacdo adrenérgica
(RUSSELL, 2002), prejuizos no influxo de calcio (LEHOHLA et al., 2004) e diminuigao
nos niveis de AMPc (MARCIL et al., 1997). Apesar dos avangos nos estudos
demonstrarem o envolvimento da microbiota com o sistema cardiovascular nesse
grupo de animais, ainda faltam estudos direcionados a relagcdo do seu microbioma
com as suas alteragdes neuroquimicas e comportamentais.

Outro ponto importante discutido na literatura demonstra que o comportamento
hiperativo apresentado pela linhagem SHR tem sido questionado, pois a linhagem

WKY normalmente usada como seu controle em estudos avaliando problemas
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cardiovasculares e comportamentais, é considerada hipoativa, colocando em duvida
a validade da comparagao entre as duas linhagens (ROBERTSON et al., 2008).
Assim, se fazem necessarios estudos que busquem a validacdo de outros modelos
genéticos para o avango da compreensao dos transtornos neuroldgicos.

Dessa forma, uma nova linhagem de ratos denominada como SLA16
(SHR.LEW-Anxrr16) foi criada no Laboratério de Genética do Comportamento (LGC)
através de sucessivos retrocruzamentos entre ratos Lewis (LEW) e SHR. Assim, foi
obtida uma linhagem que contém todo o genoma da linhagem SHR (receptora) com
excegao de uma regiao do cromossomo 4 proveniente da linhagem LEW (doadora)
(Figura 1). Estudos indicam que essa regido gendmica diferencial (RGD) esta
relacionada aos comportamentos de ansiedade, principalmente quando avaliado

através da locomog¢ao central no Campo Aberto (RAMOS et al., 1999).
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Figura 1. Imagem ilustrativa da relagdo gendmica entre as linhagens LEW, SHR e SLA16. A
linhagem SLA16 é geneticamente idéntica a SHR com exceg¢éo de uma parte do cromossomo 4, que é
proveniente da linhagem LEW. (Figura elaborada com base no site <www.mindthegraph.com> e
ferramentas do Corel Photo-Paint 2018).

Apods a construgdo bem-sucedida da linhagem congénica SLA16, estudos ja
demonstraram que além de exibir menor indice de comportamento relacionado a
ansiedade ela também apresenta um aumento geral da atividade locomotora,

prejuizos de memoria aversiva e menor pressdo arterial sistolica (PAS) se
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comparados a parental SHR (DE MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI et al., 2016, DOS
ANJOS, 2017), sendo que, esses efeitos contrastantes apresentam-se ainda mais
evidentes frente as fémeas de ambas as linhagens (DE MEDEIROS et al., 2013).
Apesar de ndo sabermos ainda o porqué dessa diferenca sexual, ha décadas vém
surgindo diversas evidéncias sobre influéncias sexuais e hormonais no
comportamento, incluindo emog&o, memoria, visao, audicao, percepg¢ao da dor,
navegacao, niveis de neurotransmissores (CAHILL, 2006). Além de ja serem
propostos efeitos significativos dos horménios sobre os mecanismos de controle
neuronal e renal da presséao arterial (KHALIL et al., 2005), que podem apresentarem-

se associados.

1.5.  JUSTIFICATIVA

Relatos de uma década de estudos destacam a microbiota como um sistema
capaz de influenciar a presséo arterial e comportamentos complexos relacionados a
emocionalidade, atividade motora, estresse e aprendizado/memoaria. Diversos
aspectos da pressao arterial, comportamento e neuroquimica das linhagens de ratos
SHR e SLA16 permanecem sem uma explicagdo completa, culminando na
necessidade de mais informacdo. Uma técnica exploratéria atraente e simples para
determinar se a microbiota pode estar envolvida em alteragdes fisiolégicas e
comportamentais € através da eliminagdo das bactérias de um animal através do
tratamento com uma combinacdo de antibiéticos de amplo espectro ou usando
animais e instalagdes livres de germes.

Até o momento acreditava-se que as diferengas fenotipicas entre as linhagens
SHR e SLA16 eram atribuidas ao locus diferencial, porém, evidéncias crescentes da
interferéncia da microbiota intestinal em diversos processos patolégicos nos levaram
a pergunta: Qual a relagdo da microbiota com os processos fisioldégicos e
comportamentais diferenciais apresentados por essas duas linhagens? De
acordo com esse questionamento e as informacgdes apresentadas anteriormente,
postulou-se a seguinte hipdtese:

A microbiota intestinal de ratas SHR e SLA16 é responsavel, ao menos em
parte, pelas diferengas comportamentais e de pressao arterial encontradas entre as

linhagens (Figura 2).
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Figura 2. Representacgéo ilustrativa referente a hipétese do presente trabalho (Figura elaborada com
base no site <www.mindthegraph.com> e ferramentas do Corel Photo-Paint 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a participagdo da microbiota no desenvolvimento de alteragdes

comportamentais e de pressao arterial entre as linhagens SHR e SLA16.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Bloco experimental 1) Avaliar a influéncia do ciclo estral na pressao arterial e
comportamento de ratas das linhagens SHR e SLA16;

e (Bloco experimental 2) Avaliar os efeitos do tratamento com antibioticos sobre
a pressao arterial e comportamento de ratas das linhagens SHR e SLA16;

e (Bloco experimental 3) Avaliar os efeitos do tratamento com antibidticos e
posterior transplante da microbiota fecal sobre a pressdo arterial e

comportamento de ratas das linhagens SHR e SLA16;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  ANIMAIS

Foram utilizadas 126 ratas fémeas das linhagens Spontaneously Hypertensive
Rats (SHR) e SLA16 (SHR.LEW-Anxrr16) com idade entre 4 e 5 meses (idade adulta),
criadas no Laboratério de Genética do Comportamento da Universidade Federal de
Santa Catarina. Os animais foram mantidos em caixas-moradia acondicionadas em
ambiente com ventilagao e temperatura controladas (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro
de 12h/12h (luzes acesas as 07:00h) e agua e alimento ad libitum. Ao inicio do
tratamento, os animais foram realocados a um biotério com estantes ventiladas e com
sistemas de filtragdo de ar. Os materiais como caixas, grades, maravalha, e
bebedouros com agua foram previamente autoclavados para evitar contaminagao
bacteriana dos animais tratados. Para reduzir o estresse durante a experimentagao
0s animais utilizados no trabalho passaram por uma habituagcdo a experimentadora,
onde foram gentiimente manuseados na semana que antecede o inicio dos
experimentos.

Todos os procedimentos de manuseio animal foram realizados de acordo com
as diretrizes nacionais e da Comissdo de Etica no Uso de Animais local
(CEUA/UFSC), conforme protocolos PP00903 e 6476290719.

3.2. BEM-ESTAR ANIMAL

Com o intuito de monitorar a saude dos animais, diariamente (periodo da
manha), todos os individuos passaram por medi¢gdes da massa corporal, expresso em
gramas (g). Como ponto final humanitario foi estabelecido uma redug¢ao de peso de
15 a 20% comparado ao inicio do experimento; desidratacao (perda de turgor da pele
ap6s pingamento) por mais de 48h; imobilidade mesmo ao ser estimulado; e

incapacidade de ingerir agua e alimento.

3.3. AVALIACAO DO CICLO ESTRAL

Para avaliar o ciclo reprodutivo (estral), a secregcdo vaginal dos animais foi

coletada diariamente entre 8:00 e 9:00 horas da manha, sendo obtida apds injegao
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intravaginal de 10pL de solucédo salina (NaCl 0,9 %). O material foi depositado sobre
laminas, previamente limpas e secas, cada lamina recebendo o esfregacgo vaginal de
2 animais diferentes, de forma ordenada e sem contato entre eles. Posteriormente, as
laminas foram analisadas em microscopio éptico para avaliagdo de cada fase do ciclo.
As fases do ciclo foram determinadas por citologia e pela consisténcia do muco
vaginal.

O proestro (P) foi definido como muco com consisténcia média, predominéncia
de células nucleadas, de nenhum a poucos leucdcitos e muito pouco a nenhuma célula
cornificada. O estro (E) foi definido como muco com consisténcia média a muito denso
e presenca apenas de células cornificadas. O metaestro foi definido como
predominéancia de leucdcitos, poucas células nucleadas e irregulares, poucas células
cornificadas e muco com espessura de média para muito espesso. E por fim, o diestro
(D) foi definido quando observamos predominancia de leucdcitos e pouquissimas
células nucleadas, muitas vezes irregulares, com muco pouco espesso (NELSON et
al., 1982). Para cada animal, foi medida a duragdo das fases de proestro; estro;
metaestro e diestro (em dias), bem como a duragéo total do ciclo estral. Todas as
quantificagdes foram realizadas por um unico observador (MARCONDES et al., 2002;
NELSON et al., 1982).

3.4. AFERICAO NAO INVASIVA DA PRESSAO ARTERIAL

A Pressao Arterial Sistolica (PAS) foi medida por método nao invasivo de
pletismografia de cauda em todos os blocos experimentais, entre 10h00min e
15h00min. Todos os grupos de animais estudados foram submetidos a trés medidas
de pressao arterial, sendo que os valores obtidos de PAS utilizadas nas analises
estatisticas correspondem a média dessas trés medidas. A analise é feita em sala
com temperatura controlada (30°C) onde os animais s&o colocados para habituagao
30 minutos antes de serem avaliados. As medidas foram obtidas através de um
esfighomamémetro de cauda, desse modo o animal foi posicionado em um contensor
apropriado para o seu tamanho que é colocado sobre uma manta de aquecimento que
promove uma vasodilatacdo na cauda. O esfignomandmetro foi insuflado até a
obstrugao total do fluxo sanguineo para a artéria caudal e em seguida a obstrugéo do

fluxo foi diminuida lentamente até surgir os picos de PAS que séao registrados em um
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sistema de aquisicdo de dados (Programa LabChart, versao 7.0). Ao retirar cada

animal do teste, o aparato foi higienizado com alcool etilico hidratado 70° INPM.

3.5. CULTIVO BACTERIANO DAS FEZES

Ao fim da antibioticoterapia e durante o transplante da microbiota fecal (TMF),
amostras fecais das ratas foram coletadas em microtubo de 2 ml pré-pesado. Os tubos
com pellets fecais foram mantidos em gelo, pesados e o peso dos pellets calculado.
Os sedimentos fecais foram suspensos em solugdo salina estéril (100mg/mL),
centrifugadas a 3.000 RPM por 1 min, a 4°C e o sobrenadante diluido em razao de
10. A solugéo fecal (SF; concentragdo 10° e 103) foi plaqueada em agar Brain Heart
Infusion (BHI) com auxilio de al¢a bacteriologica estéril. Posteriormente, as placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas. Ao final da incubagao, foram contados o numero
de colbnias nas placas e calculado o numero de bactérias por mg de fezes (REIKVAM
et al., 2011).

3.6. IDENTIFICAGAO DAS CEPAS BACTERIANAS

ApOs as analises de cultivo bacteriano das fezes, as bactérias remanescentes
foram isoladas e identificadas. Para tanto, as bactérias foram plaqueadas em agar
sangue com auxilio de al¢a bacteriologica estéril. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. Ao final da incubacéao, foram feitos esfregacos, que
apos secos e fixados, foram corados pelo método de Gram e observados em objetiva
de imersao, aumento final de 1000 vezes (DIAZ et al., 2002). As bactérias foram entéao
suspensas em solugao salina estéril para atingir uma turbidez equivalente a 0,5 na
escala de McFarland tal como aferido por turbidimetro densichek — Biomérieux e entao
identificadas por automagao (Vitek 2 - Biomérieux Franga), utilizando os cartdes de
identificacédo para bacilos gram negativos (GN) ou para bactérias gram positivas (GP).
Os Cartdes foram mantidos a 35°C durante 18 horas, com leituras Opticas feitas
automaticamente a cada 15 min. Com base nessas leituras, a identificagao foi criada
e interpretada de acordo com um algoritmo especifico. Os resultados finais foram
comparados com o banco de dados, gerando as identificagdes dos organismos

desconhecidos.
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3.7. TESTES COMPORTAMENTAIS

3.7.1. Campo aberto

O Campo Aberto (CA) foi desenvolvido por Hall (1934) para medir a
emocionalidade em ratos. O aparato consiste em uma caixa de madeira quadrada
(100 x 100 cm), contendo uma arena em preto fosco cercada por paredes brancas, de
40 cm de altura. Os animais foram posicionados no centro do aparato e testados por
5 minutos. Posteriormente, analisaram-se os videos através do software ANY-maze®
(Stoelting, USA). Ao retirar cada animal do teste, o aparato foi higienizado com alcool
etilico hidratado 70° INPM. Foram avaliados os parametros de entradas no centro,
tempo no centro, locomogao central, locomocao periférica e locomogao total
percorrida. O centro foi virtualmente definido como uma area quadrada central de 60
x 60 cm, e as areas contiguas as paredes foi considerada a area periférica.

O CA foi realizado em todos os blocos experimentais, entre 08h00min e
12h00min, com iluminagao fixada em 12 lux e ambiente com temperatura controlada
(22 £ 2°C).

3.7.2. Labirinto em Cruz elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi inicialmente proposto por Pellow et al.
(1985) e ¢é considerado um teste comportamental que avalia
ansiedade/emocionalidade. O LCE é construido de MDF preto com uma plataforma
central e quatro bragos, sendo dois abertos e dois fechados por paredes laterais,
dispostos de maneira oposta. Os animais foram submetidos ao LCE durante 5 min
sendo colocados na plataforma central e voltados para um dos bracos fechados.
Durante a sesséao foram registrados o tempo de permanéncia e o nimero de entradas
nos bragos abertos e fechados. Apds cada sessao de teste, o aparato foi higienizado
com alcool etilico hidratado 70° INPM.

O LCE foi realizado no segundo e terceiro blocos experimentais, entre
13h00min e 17h00min, com iluminagao fixada em 12 lux e ambiente com temperatura
controlada (22 + 2°C).
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3.7.3. Caixa de atividade

A caixa de atividade (CAtiv) possui a finalidade de avaliar a atividade motora
dos animais. Consiste em uma caixa de madeira de 70 x 27 cm (comprimento X
largura) cercada por paredes com 22 cm de altura, uma tampa de acrilico transparente
e um fundo metalico gradeado. Ao longo da extensao da caixa estao distribuidos trés
sensores infravermelhos e o numero de interrupgdes é apresentado em um display
digital do contador acoplado a caixa. Dessa forma, os animais foram deixados habituar
ao ambiente (sala) de teste por 1 hora antes do inicio do teste. Apds, cada animal
pode explorar livremente a CAtiv durante 60 minutos e a ambulacgéo total foi registrada.

O teste da CAtiv foi realizado no segundo bloco experimental, entre 9h00min e
17h00min, com iluminagéao fixada em 12 lux e ambiente com temperatura controlada
(22 £ 2°C).

3.8. ANALISES ESTATISTICAS E REPRESENTAGCAO DOS RESULTADOS
EXPERIMENTAIS

Todos os resultados experimentais foram testados quanto sua normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancia pelo teste de Levene. Os
resultados foram expressos como média + erro padréao da média (EPM). A maior parte
das andlises estatisticas foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA) de
duas vias (tratamento e linhagem como variaveis independentes) e, quando
necessario, teste post hoc Duncan. Para os dados de PAS e massa corporal utilizou-
se ANOVA de duas vias (tratamento e linhagem como variaveis independentes) com
medidas repetidas e para os dados de ciclo estral utilizamos o teste-t Student (ndo
pareado).

Todos os dados experimentais foram submetidos a anadlise estatistica no
software Statistica®, versao 10 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). A existéncia de
outliers esta descrita nos resultados e os mesmos foram identificados apds analise
por teste de ROUT. Dados com valor de p menores ou iguais a 0,05 foram
considerados significativos. Os simbolos empregados para representar os efeitos
estatisticos (p<0,05) foram o asterisco (*) para efeitos de linhagem, cerquilha (#) para
efeitos de tratamento, o cifrdo ($) para efeitos de interagdo linhagem/tratamento, e

sinal tironiano (&) para efeitos de tratamento/repeticdo. As representacdes em grafico
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para esse trabalho foram geradas a partir do software GraphPad Prism, versao 7
(GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA).

4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1. PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

Antes de iniciar os estudos referentes a relagdo da microbiota nas linhagens
SHR e SLA16 foi realizado uma caracterizagao das linhagens, buscando definir se o
ciclo estral das ratas pode levar a alteragbes na PAS e comportamentos observados
no campo aberto. O screening busca validar o uso de fémeas e a influéncia do seu
ciclo estral em ambos os testes minimizando o uso de animais em futuros
experimentos que avaliardo os mesmos parametros.

Dessa forma, foram utilizadas ratas com 4-5 meses que foram submetidas a
avaliagao do ciclo estral durante 20 dias. Apds isso, no inicio do experimento, dias 1
a 4, foi realizada a habituacao dos animais ao pletismégrafo. Posteriormente, nos
dias 11 a 14, foi realizada avaliagdo comportamental no campo aberto e a avaliacéo
da pressao arterial seguiu-se do dia 17 a 20.

O delineamento experimental e a disposicao temporal dos testes podem ser

observados na Figura 3.

Presséo arterial

sistolica (PAS) Presséo arterial
(habituag&o) Campo aberto (CA) sistdlica (PAS)
—————— "

Avaliag&o do Ciclo

Figura 3. Delineamento experimental da avaliagdo do ciclo estral e sua influéncia na presséao
arterial e comportamento das linhagens SHR e SLA16. A avaliagao do ciclo estral aconteceu durante
20 dias. A habituacdo dos animais ao pletismégrafo ocorreu do primeiro ao quarto dia. A avaliagdo do
campo aberto foi realizada do 11° dia ao 14° dia e a avaliagéo final da pressao arterial se seguiu do 17°
ao 20° dia.
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4.2. SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL

4.2.1. Administracao de antibiético

Buscando entender melhor a influéncia da microbiota na PAS e comportamento
das linhagens SHR e SLA16 o presente bloco experimental visou a redugdo da
microbiota intestinal através da administragcao de um coquetel de antibi6ticos de amplo
espectro. Dessa forma, os animais foram divididos aleatoriamente entre um grupo
ATB (Antibidticos) e SAL (Salina) para cada uma das linhagens.

O tratamento, ja descrito por Reikvam e colaboradores (2011), consistiu na
administracado por gavagem de anfotericina B (1 mg/kg) no primeiro e segundo dia,
12/12h. Nos dias subsequentes até o décimo terceiro dia os animas receberam um
coquetel de antibiéticos que inclui vancomicina (50 mg/kg), neomicina (100 mg/kg),
metronidazol (100 mg/kg) e anfotericina B (1 mg/kg) administrados por gavagem de
12/12h, além de ampicilina (1 mg/mL) adicionada a agua do bebedouro como

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Antibiéticos utilizados ao longo do tratamento.

Droga Dose Periodicidade Duracao Via adm
Anfotericina B 1 mg/kg 12/12h 1°ao 13° dia Gavagem
Neomicina 100 mg/kg 12/12h 3°ao 13° dia Gavagem
Metronidazol 100 mg/kg 12/12h 3°ao 13°dia Gavagem
Vancomicina 50 mg/kg 12/12h 3°ao 13° dia Gavagem
Ampicilina 1 mg/mL - 3° ao 13° dia Bebedouro

Legenda: adm = administracdo; mg=miligrama; kg=quilograma; mL=mililitro; h=hora

Para os experimentos realizados durante essa fase de tratamento foi feita a
avaliacdo de pressao arterial, antes do inicio dos experimentos, sendo repetida
semanalmente (nos dias -1, 0, 7, 14). Apos o fim do tratamento (dias 1 a 13) foi
realizado os testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa atividade,
além da coleta do material fecal e cultivo bacteriano (dias 13 e 14) (Figura 4).
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Presséo arterial Press&o arterial CAtiv. CMF
sistélica (PAS) sistélica (PAS) LCE CBF
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Dias

Tratamento antibidtico
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CA = Campo Aberto

PAS = Presséo Arterial Sistolica
CMF = Coleta Material Fecal

CBF = Cultivo bacteriano das fezes

Figura 4. Delineamento experimental do tratamento com antibiéticos. Administragdo de antibiético,
ou salina, foi realizado a cada 12h por 13 dias. Testes de pressao arterial sistélica foram realizados
antes (dia -1 e 0), durante (dia 7) e ao fim do tratamento com antibidtico (14° dia). As analises
comportamentais de campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa atividade foram realizadas ao fim
da antibioticoterapia (13° e 14° dia). A coleta do material fecal e cultivo bacteriano das fezes foram
realizados ap6s o fim do tratamento com antibiético (14° dia). A pesagem dos animais foi realizada

diariamente.

4.3. TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

4.3.1. Preparo e transplante da microbiota fecal

Com o intuito de avaliar se a microbiota poderia ser responsavel pelas
diferengas de comportamento e PAS, normalmente encontrada entre as linhagens
SHR e SLA16, apds tratamento com antibidtico (referente ao segundo bloco
experimental) realizou-se o transplante da microbiota fecal (TMF). Para tanto, foi
coletado e reunido o conteudo fecal do intestino (ceco e célon) de 5 ratas SHR e 5
ratas SLA16, separadamente, apds eutanasia em camara de COz. As ratas utilizadas
nesse processo sao animais que ja foram utilizados em experimentos anteriores sem
tratamento farmacolégico visando a reducédo do desperdicio de animais. Cada uma
das amostras reunidas e homogeneizadas foram suspensas em solugao salina estéril
(0,9% p/v de NaCl) e centrifugadas a 3.000 RPM por 1 min a 4°C. O sobrenadante foi
aliquotado para um tubo falcon e adicionado glicerol 85% para protecédo das células

bacterianas no processo de congelamento a -80°C resultando em uma solugdo com
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concentracao final de 200mg/mL (SATOKARI et al., 2015). Para o transplante, as
amostras foram descongeladas e centrifugadas a 12.000 rpm por 5 min a 4°C e o
sedimento ressuspendido em solucdo salina estéril. Vinte e quatro horas apds o
tratamento com antibiotico (15° dia) foram administradas diariamente por gavagem a
solugao fecal (TMF) do doador ou salina (1 mL). Os animais tratados com salina
continuaram com o mesmo tratamento e os animais tratados com antibidtico
receberam o TMF, dessa forma, ratas SHR com antibi6tico receberam TMF das
SLA16 e ratas SLA16 com antibiotico receberam TMF de ratas SHR até o término dos
experimentos e eutanasia dos animais (22° dia) (DURGAN et al., 2016).

Apo6s alguns dias de tratamento foi realizado cultivo bacteriano (dia 17) para
controle da recolonizagdo da microbiota e no 18° dia iniciaram-se os testes
comportamentais de campo aberto (18° dia), labirinto em cruz elevado (19° dia) e
avaliacao de pressao arterial sistolica (21° dia).

O delineamento experimental do tratamento e a disposi¢cao temporal dos testes

podem ser observados na Figura 5.

CA
PAS

Pressao arterial Pressao arterial CAtiv. CMF
sistolica (PAS) sistdlica (PAS) LCE CBF CBF CA LCE PAS

Dias

Tratamento antibidtico Transplante microbiota fecal

Legenda:

CAtiv. = Caixa atividade

LCE = Labirinto em Cruz Elevado
CA = Campo Aberto

PAS = Presséo Arterial Sistélica
CMF = Coleta Material Fecal

CBF = Cultivo bacteriano das fezes

Figura 5. Delineamento experimental do tratamento com transplante da microbiota fecal. O
transplante de microbiota fecal entre as linhagens SHR e SLA16 foi realizado apds 24h do tratamento
com antibidtico e se prolongou até o fim dos experimentos. O cultivo bacteriano das fezes foi realizado
no 172 dia. O teste do campo aberto foi realizado no 18° dia. O teste do labirinto em cruz elevado foi
realizado no 19° dia. A pressao arterial sistdlica e coleta do material fecal foram realizadas no 21° dia.

A pesagem dos animais foi realizada diariamente.
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5. RESULTADOS

4.1. PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

O primeiro bloco experimental consistiu em avaliar a influéncia do ciclo estral

na PAS e comportamento, no campo aberto, de ratas das linhagens SHR e SLA16.

4.1.1. Avaliagao do ciclo estral

A analise do ciclo estral por teste-t Student (ndo-pareado) revelou que ndo houve
alteracdes significativas na duragdo do metaestro e proestro entre as linhagens.
Apesar disso, houve um efeito marginal para os dados do diestro [t(12)=1,914;
p=0,0798] com menor duragao dessa fase do ciclo na linhagem SLA16. Os dados do
estro demonstraram uma diferenga de linhagem significativa, com diminui¢cdo da sua
duragdo em ratas SLA16, em relagdo as SHR [t(12)=3,209; p=0,0075]. Também foi
possivel evidenciar alteracao significativa da duracao total do ciclo estral, que foi
menor em ratas SLA16, quando comparado as SHR [t(12)=2,23; p=0,0456] (Figura
6B).

Destaca-se que apds analise de ROUT um individuo experimental foi excluido
das analises, sendo considerado outlier devido as alteragdes bruscas no ciclo estral

em relagao as médias do grupo (em todos os parametros).
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Figura 6. Analise do ciclo estral de ratas SHR e SLA16. (A) A representagao grafica do ciclo estral de
ratas SHR e SLA16, determinada por citologia vaginal durante 20 dias. (B) Representacao grafica do
numero de dias em cada estagio do ciclo estral e do comprimento total do ciclo (n=6-7/linhagem).
Metaestro (M), Diestro (D), Proestro (P), Estro (E) e Durac&o do ciclo. Resultados expressos em médias

dos grupos + E.P.M. *=p<0,05 e **=p<0,01 para efeito de linhagem (teste-t Student ndo pareado).

4.1.2. Pressao arterial

A analise de PAS nas fases do ciclo estral, analisada por ANOVA de duas vias,
revelou diferenga de linhagem [F(1,52)=9,8134; p=0,00284] (Figura 7), demonstrando
maior PAS em ratas SHR comparadas as SLA16. N&o foi observada significancia
estatistica em relacao as fases do ciclo, evidenciando que, o mesmo nao interfere na

pressdo de ambas as linhagens (Figura 7).
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Figura 7. Representacgdo grafica dos resultados de pressao arterial sistélica nos ratos SHR e SLA16
nas fases do ciclo estral (n=6-7/linhagem). Resultados expressos em médias dos grupos + E.P.M. ** =

p<0,01 para efeito de linhagem (ANOVA de duas vias).

4.1.3. Campo aberto

Os dados de campo aberto comparando as diferentes fases do ciclo estral, por
ANOVA de duas vias, demonstram efeito significativo de linhagem nos parametros de
locomocgao central [F(1,49)=7,4104; p=0,00896] (Figura 8C); locomogao periférica
[F(1,49)=8,7825; p=0,00468] (Figura 8D); e locomoc¢ao total [F(1,49)=13,610;
p=0,00056] (Figura 8E) com maior locomocao da linhagem SLA16 em relacdo a SHR
em todos os parametros. No entanto, ndo houve efeitos significativos em relagéo as

fases do ciclo estral.
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Figura 8. Representagao grafica dos resultados de campo aberto nos ratos SHR e SLA16 nas fases

do ciclo estral (n=6-7/linhagem). (A) entradas no centro, (B) tempo no centro, (C) locomogao central,

(D) locomogao periférica e (E) locomogéo total. Resultados expressos em médias dos grupos + E.P.M.
** =p<0,01 e *** = p<0,001 para efeito de linhagem (ANOVA de duas vias).

4.2. SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL

Com a finalidade de investigar os efeitos da microbiota sobre a PAS e

comportamento nas linhagens SHR e SLA16, no presente bloco experimental foram

realizadas modificagbes da microbiota, através da administracdo de um coquetel de

antibioticos.
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4.2.1. Pressao arterial

A anadlise das medidas de PAS, do segundo protocolo experimental, realizada
por ANOVA de duas vias para o dia 0 (basal), revelou um efeito de fator linhagem [F(1,
34)=35,225, p<0,000001; SHR>SLA16] ndo sendo possivel observar efeitos de
tratamento, evitando assim, o viés entre grupos pré-tratamento (Figura 9B). As
analises referentes aos dias 7 e 14 foram realizadas através de ANOVA de duas vias
com medidas repetidas, ao qual o efeito fator linhagem se repete [F(1, 34)=9,0364,
p=0,00495; SHR>SLA16]. Além disso, foi encontrado um efeito de interagdo linhagem
e tratamento [F(1, 34)=7,2356, p=0,01100] onde o post hoc de Duncan mostrou
reducao significativa da PAS da linhagem SHR (0,00829) somente no grupo tratado

com antibioticos (Figura 9B e 9C).
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Figura 9. Representagao grafica dos resultados de pressao arterial sistdlica (PAS) nos ratos SHR e
SLA16 tratados com coquetel de antibidtico e salina (n = 9-10/grupo). (A) representacéo grafica geral
das medidas de pressao arterial sistolica, (B) Pressao arterial sistélica dia 0 (basal), (C) Pressao arterial
sistolica dia 7 (antibiético), (D) Pressé&o arterial sistolica dia 14 (antibiético). Resultados expressos em

médias dos grupos + E.P.M. *** = p<0,001 para efeito de linhagem. $$ = p<0,01 para interagéo linhagem
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e tratamento (ANOVA de duas vias, ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post hoc de

Duncan).

4.2.2. Campo aberto

Na analise de campo aberto durante o tratamento com antibiético, a ANOVA de
duas vias revelou efeitos do fator linhagem nos parametros de entradas no centro
[F(1,35)=6,8858; p=0,01279; SLA16>SHR] (Figura 10A); locomogéo central
[F(1,35)=9,5025; p=0,00399; SLA16>SHR] (Figura 10C); locomogao periférica
[F(1,35)=6,5731; p=0,01481; SLA16>SHR] (Figura 10D); e locomocao total
[F(1,35)=10,492; p=0,00263; SLA16>SHR] (Figura 10E). Um efeito de tratamento foi
revelado nos paréametros de entradas no centro [F(1,35)=11,510; p=0,00173;
SAL>ATB] (Figura 10A); locomogéo central [F(1,35)=15,839; p=0,00033; SAL>ATB]
(Figura 10C); locomogao periférica [F(1,35)=7,8216; p=0,00833; SAL>ATB] (Figura
10D); e locomocgao total [F(1,35)=13,913; p=0,00068; SAL>ATB] (Figura 10E)
demonstrando que o antibiético causa diminuicdo no numero de entradas no centro e
locomogao em todas as areas do aparato, em ambas as linhagens. Nao foi encontrado

efeito de interagao entre linhagem e tratamento.
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Figura 10. Representagdo gréafica dos resultados de campo aberto nos ratos SHR e SLA16 tratados
com coquetel de antibidtico ou salina (n = 9-10/grupo). (A) entradas no centro, (B) tempo no centro, (C)
locomogéo central, (D) locomogéao periférica e (E) locomogéo total. Resultados expressos em médias
dos grupos + E.P.M. * = p<0,05, ** = p<0,01 para efeito de linhagem. ## = p<0,01 e ### = p<0,001 para
efeito de tratamento (ANOVA de duas vias).
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4.2.3. Labirinto em cruz elevado

No teste do Labirinto em cruz elevado, a ANOVA de duas vias demonstrou
efeito de linhagem para a entrada nos bragos abertos [F(1,33)=4,9263; p=0,03344;
SLA16>SHR] (Figura 11A) e entrada nos bragos fechados [F(1,33)=4,8909;
p=0,03403; SLA16>SHR] (Figura 11C), revelando um valor maior de ambos os
parametros para a linhagem SLA16 em relagdo a SHR. Além disso, um efeito de
tratamento foi observado para a entrada nos bragos abertos [F(1,33)=4,4659;
p=0,04222; SAL<ATB] (Figura 11A) com um valor maior em ambas as linhagens

tratadas. Nao foi possivel observar efeito de interacdo entre linhagem e tratamento.
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Figura 11. Representagao grafica dos resultados do labirinto em cruz elevado nos ratos SHR e SLA16
tratados com coquetel de antibiético ou salina (n = 8-10/grupo). (A) Entrada nos bragos abertos, (B) T
tempo nos bragos abertos, (C) entrada nos bracos fechados, (D) tempo nos bragos fechados.
Resultados expressos em médias dos grupos + E.P.M. *=p<0,05 para efeito de linhagem. #=p<0,05

para efeito de tratamento. (ANOVA de duas vias).
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4.2.4. Caixa de atividade

No teste da caixa de atividade, a ANOVA de duas vias evidenciou efeito de
linhagem nos primeiros 30 minutos de teste com maior locomocé&o de ratas SLA16 em
comparacgao as SHR [F(1,33)=6,7918; p=0,01364] (Figura 12A). Da mesma forma, foi
revelado também efeito de tratamento somente durante os 30 minutos iniciais
[F(1,33)=4,1452; p=0,04984] (Figura 12A), ao qual, o tratamento com antibiotico
reduziu a locomogéo de ambas as linhagens. Durante os 30 minutos finais do teste,
nao foram evidenciados efeitos de linhagem, tratamento ou interagéo entre linhagem

e tratamento.
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Figura 12. Representacao grafica dos resultados de caixa atividade nos ratos SHR e SLA16 tratados
com coquetel de antibidtico ou salina (n = 8-10/grupo). (A) Nimero de cruzamento nos 30 minutos
iniciais de teste, (B) numero de cruzamento nos 30 minutos finais de teste. Resultados expressos em
médias dos grupos + E.P.M. **=p<0,01 para efeito de linhagem. #=p<0,05 para efeito de tratamento
(ANOVA de duas vias).

4.2.5. Cultivo bacteriano

Para os dados de cultivo bacteriano das fezes, a ANOVA de duas vias
evidenciou efeito de tratamento no 14° dia [F(3,21)=4,46; p=0,0142] demonstrando
que o uso do antibiodtico foi efetivo na redugao da microbiota fecal em ambas as
linhagens (Figura 13). Nao foram revelados efeitos do fator linhagem e interacao entre

linhagem e tratamento.
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Figura 13. Representacao grafica e imagens dos resultados de cultivo bacteriano das fezes de ratos
SHR e SLA16 tratados com coquetel de antibiético ou salina no 14° dia (n = 8-10/grupo). Resultados
expressos em médias dos grupos + E.P.M. # = p<0,05 para efeito de tratamento (ANOVA de duas vias).

4.2.5. Identificacao de cepas bacterianas

Apos o cultivo bacteriano das fezes, as bactérias remanescentes apos
antibioticoterapia foram isoladas e identificadas. Dessa forma, foram identificadas as
bactérias Enterococcus faecalis em quatro amostras fecais, duas para cada linhagem.
Enterococcus faecalis, Clostridioides spp. em uma amostra de SLA16 cada. E

isolamento de um fungo Trichosporom asahii em uma amostra fecal de SLA16 (Figura

14).
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Figura 14. Representagao grafica de bactérias e fungo isolados e identificados apds antibioticoterapia.

4.3.5. Massa corporal

Os resultados das mensuragdes de massa corporal ao longo do protocolo que
consiste no segundo bloco experimental foram analisados e expressos em gramas e
a ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou somente um efeito de
tratamento e repeticao [F(13,442)=4,0345; p>0,00001] (Figura 15). Em seguida, o
post hoc de Duncan demonstrou um efeito significativo no 5° dia de tratamento com
antibidtico, onde ambas as linhagens apresentaram reducdo da massa corporal

comparado aos demais dias (p<0,05).
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Figura 15. Representagédo grafica do acompanhamento da massa corporal de ratos submetidos ao
protocolo do segundo bloco experimental (n=8-10/grupo). (A) Massa corporal em gramas de ratos SHR,
(B) Massa corporal em gramas de ratos SLA16. Resultados expressos em médias dos grupos + E.P.M.
& = p<0,05 para interacao repeticdo e tratamento (ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post

hoc de Duncan).

4.3. TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

Com a finalidade de investigar se a microbiota tem um papel nas diferencas de
comportamento e PAS, encontradas entre as linhagens SHR e SLA16, no presente

bloco foi realizado a administragdo de coquetel de antibiético seguido de TMF.
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4.3.1. Cultivo bacteriano

Para os dados de cultivo bacteriano das fezes referentes ao 18° dia, durante o
TMF, a ANOVA de duas vias nao apresentou mais efeitos de tratamento, revelando

que o transplante possibilitou a recolonizagao da microbiota (Figura 16).
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Figura 16. Representacao grafica e imagens dos resultados de cultivo bacteriano das fezes de ratos
SHR e SLA16 tratados com TMF ou salina no 17° dia (n= 8-10/grupo). Resultados expressos em médias
dos grupos + E.P.M. (ANOVA de duas vias).

4.3.2. Campo aberto

Durante o TMF foi realizado o teste de CA. A ANOVA de duas vias revelou
efeito de linhagem para: entradas no centro [F(1,35)=13,547; p=0,00078;
SLA16>SHR] (Figura 17A); locomogédo central [F(1,35)=15,823; p=0,00033;
SLA16>SHR] (Figura 17C); locomocgao periférica [F(1,35)=7,5649; p=,00936;
SLA16>SHR] (Figura 17D); e locomogao total [F(1,35)=14,008; p=0,00065;
SLA16>SHR] (Figura 17E). Os efeitos de tratamento vistos com uso de antibiotico em
relagdo a locomogao das linhagens foram perdidos apés TMF, sendo evidenciado
somente um efeito de interagdo entre linhagem e tratamento em relagao as entradas
no centro [F(1,35)=4,7182; p=0,03671], onde o post hoc de Duncan revelou a
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diminuigdo no numero de entradas somente no grupo TMF da linhagem SLA16
(p=0,03650) (Figura 17A).
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Figura 17. Representagdo gréafica dos resultados de campo aberto nos ratos SHR e SLA16 tratados
com TMF ou salina (n = 9-10/grupo). (A) entradas no centro, (B) tempo no centro, (C) locomogéao central,
(D) locomogao periférica e (E) locomogéo total. Resultados expressos em médias dos grupos + E.P.M.
** = p<0,01, *** = p<0,001 para efeito de linhagem. $ = p<0,05 para interagéo linhagem e tratamento
(ANOVA de duas vias e post hoc de Duncan).
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4.3.3. Labirinto em cruz elevado

Ainda durante o transplante da microbiota fecal, o teste LCE, analisado atraves
de ANOVA de duas vias, evidenciou efeito de linhagem com maior numero de
entradas no centro da linhagem SLA16 em comparagcdo a SHR [F(1,35)=8,1757;
p=0,00711] (Figura 18A). Nao foram observados efeitos de tratamento e interagao

entre linhagem e tratamento.
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Figura 18. Representacao grafica dos resultados do labirinto em cruz elevado nos ratos SHR e SLA16
tratados com TMF ou salina (n = 8-10/grupo). (A) Entrada nos bragos abertos, (B) tempo nos bragos
abertos, (C) entrada nos bragos fechados, (D) tempo nos bragos fechados. Resultados expressos em

médias dos grupos + E.P.M. **=p<0,01 para efeito de linhagem (ANOVA de duas vias).
4.3.4. Pressao arterial sistélica
A medida de PAS do terceiro protocolo experimental, realizada durante o TMF

foi analisada por ANOVA de duas vias. Esta, revelou um efeito de fator linhagem [F(1,
34)=,17838; p=0,02292; SHR>SLA16] e efeitos de interagdo linhagem e tratamento
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[F(1, 34)=9,6505; p=0,00381] onde o post hoc de Duncan mostrou aumento
significativo da PAS somente no grupo TMF da linhagem SLA16 (p=0,01779) (Figura

19B).
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Figura 19. Representagéo grafica dos resultados de pressao arterial sistélica (PAS) nos ratos SHR e

SLA16 tratados com antibiotico seguido de TMF ou salina (n = 9-10/grupo). (A) representagao grafica

geral das medidas de presséao arterial sistolica, (B) Pressao arterial sistdlica dia 21 (TMF). Resultados
expressos em médias dos grupos + E.P.M. * = p<0,05 para efeito de linhagem. $ = p<0,05 para
interagdo linhagem e tratamento (ANOVA de duas vias e post hoc de Duncan).

4.3.5. Massa corporal

Os resultados das mensuracdes de massa corporal ao longo do protocolo, que

consiste no terceiro bloco experimental, foram analisados e expressos em gramas e

a ANOVA de duas vias com medidas repetidas nao revelou efeitos (Figura 20).
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protocolo do terceiro bloco experimental (n=8-10/grupo). (A) Massa corporal em gramas de ratos SHR,
(B) Massa corporal em gramas de ratos SLA16. Resultados expressos em médias dos grupos + E.P.M.

(ANOVA de duas vias com medidas repetidas e post hoc de Duncan).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, ratas das linhagens SHR e SLA16 foram utilizados para
avaliacdo da influéncia da microbiota intestinal na pressao arterial e comportamento.
Para tanto, as analises foram divididas em trés blocos experimentais. O primeiro bloco
experimental buscou caracterizar a influéncia do ciclo estral de ratas de ambas as
linhagens na PAS e comportamento no CA, que poderiam atuar como fator de
confusdo nos experimentos subsequentes. O segundo bloco focou em avaliar os
efeitos sobre a PAS e comportamento nas linhagens apds modificacbes em relagéo a
sua microbiota, através da administragao de um coquetel de antibiéticos. E, o terceiro
bloco, por sua vez, avaliou o transplante da microbiota fecal (TMF), sobre indices

experimentais de PAS e comportamento.

6.1. PRIMEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

O ciclo estral, ou ciclo reprodutivo regular de roedores, tem duragdo média de
quatro ou cinco dias (FREEMAN, 1988; BIANCHI et al., 2001) e é caracterizado por
quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro (FREEMAN, 1988). O ciclo desses
animais, quando regular, tem atuacdo maxima de estradiol, LH e FSH na fase de
proestro, e pico de progesterona no final da fase do proestro e inicio do estro,
retornando a valores basais durante o metaestro e diestro (GOLDMAN et al., 2007).
Como ja evidenciado na literatura, a linhagem SHR apresenta alteragdes
neuroenddcrinas e reprodutoras importantes, devido a diminui¢cdo dos niveis de LH no
soro durante a fase do proestro (HASHIMOTO et al.,, 1989); o menor numero de
ovulagdes por ciclo; redugdo nas taxas de gravidez bem sucedidas (PINILLA et al.,
1992); menor tamanho da ninhada; além da redugdo da sobrevivéncia apds o
nascimento (PINILLA et al., 1992; MCCARTY et al., 1978; LORENZ et al., 1984).

Nesse contexto, no presente trabalho a linhagem SHR apresentou um leve
aumento da duracéo total do ciclo e de suas fases em comparagdo a média regular
em roedores descrita na literatura (FREEMAN et al, 1988). Enquanto que, a linhagem
SLA16 apresentou a diminuigcdo das fases de diestro e estro, que se refletiram na
duracgao total. Apesar disso, ambas as linhagens apresentam uma alta regularidade

do ciclo estral.
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A posterior analise sobre efeitos do ciclo estral nos parametros de PAS de
ambas as linhagens, foi realizada utilizando a técnica de pletismografia de cauda,
conhecido por ndo ser invasivo e ndo necessitar de métodos cirurgicos (KURTZ, et
al., 2005). Esse conjunto de dados demonstrou que a comparagao basal entre as
linhagens demonstra ratos SHR com maiores niveis de PAS em comparagédo aos
SLA16. Em acordo com esses dados, ratos machos SHR e SLA16, com quatro e seis
meses, apresentam o mesmo perfil de efeito (CORREA, 2015). Que pode ser
evidenciado também por Dos Anjos (2017), que demonstrou diferenga de linhagem
(SHR/SLA16) em ratas fémeas com dois meses pelo método invasivo, mas o0 mesmo
nao se mostrou reprodutivel pelo método de pletismografia de cauda. Dessa forma,
apesar da aferigdo dos niveis pressoricos por pletismografo ter como desvantagens
processos de interferéncia nas analises, como o estresse ocasionado pela insuflacéo
do manguito, o acondicionamento dos animais no contensor e o proprio aquecimento
da cauda para maior dilatacdo da veia caudal (ZHAO et al., 2011), o fator idade parece
ser importante para o aparecimento das diferencas basais de PAS entre ratas das
duas linhagens.

O ciclo estral, por sua vez, ndo demonstrou interferéncias na PAS de ambas as
linhagens o que corrobora com dados encontrados por Eikelis e colaboradores (2000),
que demonstraram nao haver diferenga de pressao arterial em ratas SHR durante as
fases diestro e ndo diestro. Junto a isso, ratas SHR ovariectomizadas ndo apresentam
modifica¢cdes no desenvolvimento de sua hipertensdo (RECKELHOFF et al., 1999).
Apesar desses resultados, outros estudos demonstram que os efeitos de horménios,
como preparagdes estrogénicas em relacao a pressao arterial sao inconsistentes, pois
incluem relatos de reducéo da presséao arterial (SZEKACS et al., 2000; SORENSEN
et al., 2000), elevacao da pressao arterial (UTIAN, 1978), ou auséncia de efeitos
(MILLER et al., 1995; PRIPP et al.,, 1999). Outros estudos demonstram que
contraceptivos orais contendo estrogénio induzem um aumento na pressao sanguinea
de mulheres, perfil esse também evidenciado em ratos (WOODS et al.,, 1967;
FOWLER JR et al., 1985; TAKEZAWA et al., 1994) demonstrando que os efeitos de
estrogénios naturais e sintéticos diferem, podendo influenciar mecanismos distintos
envolvidos na regulagao da pressao.

Dessa forma, os paradmetros avaliados no presente estudo sao importantes,
tanto para uma caracterizagao das linhagens SHR e SLA16, quanto para descartar o

possivel impacto do ciclo estral nas analises subsequentes do presente trabalho
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(pertencentes ao segundo e terceiro bloco experimentais, que buscam avaliar a
influéncia da microbiota nas diferengas de PAS das linhagens).

Em sequéncia, buscou-se avaliar a influéncia do ciclo estral em parametros
comportamentais do teste do CA. O aparato consiste na exposicdo dos animais a um
ambiente grande e aberto que contradiz com a situagdo natural da espécie e o
confronta entre seguir um instinto exploratério, ou de cautela. Por essa razao, gera
mudangas emocionais que sdo mensuradas através de parametros comportamentais
(PRUT & BELZUNG, 2003; WALSH & CUMMINS, 1976). Nesse contexto, a tendéncia
dos animais no teste do CA é de se locomoverem préximos as paredes, de maneira
que as visitas a area central do aparato, bem como o tempo gasto no centro, podem
ser relacionadas a um tipo de comportamento “menos ansioso” (PRUT & BELZUNG,
2003). Sabe-se ainda que as linhagens SHR e SLA16 tendem a sustentar alta
exploracdo do CA por longo periodo de tempo e ndao mostram habituacdo quando
expostas ao aparato em dias consecutivos (GRANZOTTO, 2016), o que possibilitou
as repeticdes das analises nesse trabalho durante as fases do ciclo estral.

Dados obtidos na avaliagcdo do CA demonstram efeitos para o fator linhagem
com aumentos dos escores de SLA16 frente aos paradmetros de locomocgéao (total,
central e parcial) como ja evidenciado em estudos anteriores do nosso grupo
(ANSELMI et al., 2016; DE MEDEIROS et al., 2013; FADANNI, 2018; GRANZOTTO,
2016; PERTILE et al., 2017). Além disso, foi possivel observar que as diferencas
apresentadas entre as linhagens sao independentes da fase do ciclo estral na qual as
fémeas se encontram, o que corrobora com dados publicados por De Medeiros (2012),
que demonstrou os mesmos resultados vistos apds administracdo de estradiol e
progesterona (a fim de sincronizar o ciclo hormonal dos animais) nas linhagens SHR
e SLA16. De forma contréaria, lzidio e colaboradores (2011) sugeriram que as
variacdes hormonais das fémeas ao longo do ciclo estral poderiam alterar os seus
niveis de entradas no centro do CA. Apesar disso, no presente estudo esses efeitos
nao foram visiveis.

No conjunto total, os dados neste primeiro bloco experimental descartam
possiveis interferéncias do ciclo estral uma vez que as diferencas de PAS, assim como
de comportamento no CA, entre as linhagens, ndo sao dependentes das fases do ciclo

estral das fémeas.
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6.2. SEGUNDO BLOCO EXPERIMENTAL

Como ja mencionado, dentro do leque de modelos experimentais para o estudo
da microbiota ha a utilizagdo de antibidticos de amplo espectro com a finalidade de
induzir alteragdes transitérias na composi¢cao e na diversidade da microbiota fecal,
apresentando-se como uma abordagem alternativa para o uso de modelos animais
germ free (BERCIK et al., 2011). Embora os efeitos dos antibidticos sobre as
comunidades microbianas sejam bem compreendidos, eles também podem interagir
diretamente com a fisiologia do hospedeiro em mecanismos independentes da
microbiota, tais como seus efeitos neurotdxicos ou neuroprotetores (GRILL et al.,
2011; SHARMA et al., 2019). No entanto, o uso de antibiéticos de amplo espectro,
como modelo, permanece uma ferramenta poderosa para identificar a influéncia
microbiana intestinal sobre diferentes sistemas, visto que muitos efeitos bioquimicos
e comportamentais sdo semelhantes entre os modelos experimentais, podendo entao,
ser associado com alteragdes no perfil microbiano (BERCIK et al., 2011).

Por essas razdes, o segundo bloco experimental deste trabalho teve como um
de seus objetivos avaliar os efeitos da administracado de antibiéticos de amplo espectro
sob a PAS e comportamento das linhagens SHR e SLA16. Nesse contexto, ratos SHR
e SLA16 diferiram em respostas de PAS, além de também serem encontradas
alteracdes comportamentais induzidas pelos antibidticos utilizados.

O coquetel de antibidtico utilizado apresenta em combinacgdo, atividades
antibacterianas contra um amplo espectro de bactérias, como as Gram positivas
(ampicilina e vancomicina), as Gram negativas (ampicilina e neomicina) (KOLLEF,
2005) além da anfotericina B que atua suprimindo o crescimento fungico.

Com isso, a administracdo do coquetel de antibibticos resultou em uma
diminuicao da PAS em ratas SHR ja a partir da primeira semana de tratamento, sem
causar alteragdes significativas sob a linhagem SLA16. Esse perfil de resultados
divergentes entre linhagens isogénicas de animais sob a influéncia de antibidticos ja
foram evidenciados em estudos anteriores, nos quais a administragdo de minociclina,
neomicina e vancomicina, administradas isoladamente, induzem um aumento da PAS
em ratos Dahl sensiveis ao sal. Enquanto que, o mesmo estudo demonstra que
minociclina e vancomicina induzem a diminui¢gado da PAS de ratos SHR (GALLA et al,
2018), sugerindo que, assim como a composigdo da microbiota, as diferengas

genéticas também podem influenciar o efeito dos antibidticos sobre a PAS. No
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presente bloco experimental também foi observado um efeito fator linhagem, no qual
as ratas SHR apresentam niveis de PAS aumentados em relagdo as SLA16, assim
como no primeiro bloco.

Concomitante a isso, trabalhos anteriores demonstraram que alguns
antibiéticos além dos efeitos antibacterianos, possuem também efeitos anti-
inflamatdrios. Dessa forma, a administragao de tetraciclina modificada (que apresenta
exclusivamente propriedades anti-inflamatorias) em ratos hipertensos com infuséo de
angiotensina I, acarreta melhora da disbiose e redugéo da PAS. Esse efeito foi visivel
junto a diminuicao da ativagao microglial e também na diminui¢do da neuroinflamacao
(SHARMA et al., 2019; SHI et al, 2010), apoiando a hipétese de que uma disfungao
do eixo cérebro-intestino-microbiota pode ter um efeito sobre a resposta autonémica
na regulagao da hipertenséao.

Outra ligagédo potencial para esses efeitos, pode envolver alguns metabdlitos
bacterianos. Dessa forma, além da microbiota intestinal poder gerar substancias
vasoativas incluindo dopamina, noradrenalina e serotonina (AFSAR et al., 2016), ela
pode produzir acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) a partir da fermentacao da fibra
alimentar. Em conjunto, o acetato, o propionato e o butirato representam 80% dos
AGCCs produzidos pela microbiota. Os AGCCs tém sido implicados como principais
moléculas de sinalizagcdo, mediando a comunicagdo microbiota-hospedeiro, tendo
ainda, um papel importante devido a suas propriedades anti-inflamatérias e imunes
através da ligagédo aos receptores da proteina G, causando vasodilatagao in vitro e
hipotensao in vivo em modelos animais (MARQUES et al., 2018).

Dentre estes acidos graxos, ja foi demonstrado que o propionato e o acetato
agem sobre o receptor olfatério (olfr78) expresso em neurdnios olfativos e em células
musculares lisas dos vasos renais. Essa interacdo resulta na reducdo da pressao
arterial, devido ao controle da taxa de filtracao glomerular e na liberagao de renina
(PLUZNICK et al.,, 2013). Além disso, ha trés outros receptores de proteina G
envolvidos: Gpr41 acoplado a proteina G inibitdria (Gi), expresso ao longo do intestino
delgado, cdlon e principalmente no tecido adiposo; Gpr43 (acoplado a proteina Gi e/ou
Gq e encontrados nas células imunolégicas; e o Gpr109a, que apesar de ainda nao
ser tdo bem esclarecido, ja foi sugerido por responder a ativagao do butirato e auxiliar
na regulagao da pressao arterial por indugéo da vasodilatacdo (PEVSNER-FISCHER
et al., 2017; BROWN et al., 2003). Além disso, o butirato apresenta efeitos benéficos

quando usado pelos colondcitos para manutencio da barreira intestinal e diminuigcao
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da inflamacgao local (MARQUES et al., 2018). Curiosamente, os niveis de acetato e
butirato produzidos sao diminuidos em modelos animais de hipertensdao como o SHR
(YANG et al., 2015), enquanto que outros metabdlitos bacterianos, como o lactato,
apresentam-se em niveis aumentados em modelos animais, assim como em humanos
hipertensos, por estar associados a um quadro de angiogénese insuficiente e
diminuicdo da capacidade oxidativa, fatores esses, que podem servir como
marcadores de uma diminuicdo da capacidade vascular que conduz ao aumento da
PAS (JURASCHEK et al., 2014). Assim, apos as analises de PAS, o efeito da
administragao de antibidticos sobre o comportamento dos animais foi avaliado frente
aos aparatos de CA, CAtiv e LCE.

Os comportamentos avaliados no CA dependem ndo s6 da emocionalidade
como também da locomogao e por essa razdo, ndo é possivel ao experimentador
separar tais fatores (RAMOS, 2008). Decorrente a isso, a influéncia da administracéao
de antibidticos foi também avaliada frente a CAtiv que apresenta menor tamanho e
aversividade quando comparado ao CA, sendo assim melhor empregada na avaliagéo
do perfil locomotor.

Dessa forma, assim como no primeiro bloco experimental, foram encontradas
diferencas entre as linhagens para todos os parametros no CA, exceto tempo no
centro. Esse efeito ja foi previamente demonstrado em diversos outros trabalhos do
grupo e é, sem duvida, a diferenga mais robusta e reproduzida ao longo dos ultimos
anos (ANSELMI et al.,, 2016; DE MEDEIROS et al., 2013; FADANNI, 2018;
GRANZOTTO, 2016; PERTILE et al., 2017). Em paralelo a isso, a andlise da atividade
locomotora na CAtiv demonstrou que a linhagem SLA16 apresentou maiores niveis
de locomogao em relagdo a sua linhagem parental SHR, perfil esse que se torna
evidente durante os trinta minutos iniciais de teste, porém sem sustentagao apos esse
periodo.

Dados prévios do grupo em uma tentativa de compreender e interpretar as
diferengas locomotoras entre as duas linhagens, ja demonstraram que essa diferenca
€ maior durante os primeiros minutos de teste, estando associado a um fator novidade
no teste em questdo (DE MEDEIROS et al., 2013; ANSELMI et al., 2016). Com isso,
o decréscimo dessa diferenca locomotora apds a habituagdo ao novo ambiente,
sugere que o0 RGD modula, de fato, a reatividade ao estresse e ndo a atividade motora
espontanea em si (DE MEDEIROS, 2012). Junto a essas analises, ambas as

linhagens SHR e SLA16 apresentaram um menor comportamento locomotor apods
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receberem sucessivas doses de antibidticos, visto isto tanto no CA quanto durante os
trinta minutos iniciais na CAtiv. Levando entdo a discussao se esse efeito, visto
principalmente nos instantes iniciais de analise, ndo poderia estar associado a
diminuicdo dessa hiperatividade frente a novidade, resultando nessa redugao da
ambulagédo sem a necessidade de prejuizos ao desempenho motor.

Em paralelo, outro estudo demonstra que a administragcdo de um coquetel de
antibidticos (neomicina, metronidazol e polimixina B) em fémeas resulta na redugao
da atividade locomotora no CA junto a alteracbes na composicdo da microbiota
intestinal devido a redugdao do filo Firmicutes e consequente aumento de
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. Indicando assim, que os antibiéticos
podem exercer sua agao via eixo-cérebro-intestino-microbiota (DAVERY et al., 2013).
Em contraste, esses efeitos ndo sdo encontrados em animais germ free, que
apresentam aumento da atividade locomotora total frente ao CA (NISHINO et al.,
2013; HEIJTZ et al., 2011) e que apesar de apresentar esse aumento da locomogéao
total, os camundongos germ free e SPF exibem atividade locomotora semelhante
durante a exposicao inicial ao aparato. Este fenétipo indica que o posterior aumento
da atividade locomotora em camundongos germ free nao é provocado pela novidade,
mas sim pela habituacao ao longo do tempo (HEIJTZ et al., 2011).

No LCE os animais sdo expostos a um conflito, de certa forma, semelhante ao
do CA entre a exploracdo e estimulos com relevancia aversiva. Por consequéncia,
devido a estrutura do aparato, os animais tendem a evitar os bragos abertos e exibir
comportamentos como a avaliagdo de risco (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005).
Dessa forma, o tempo/esforgco do animal investido em uma variedade de parametros
€ geralmente usado para avaliar efeitos de farmacos sobre comportamentos
relacionados a ansiedade (CAROBREZ & BERTOGLIO, 2005). Para tanto, foi
encontrada um efeito para o fator linhagem com aumento do numero de entradas nos
bragos abertos (medida essa, que se enquadra em fatores relacionados tanto a
locomogédo quanto a ansiedade) e entradas nos bragos fechados para a linhagem
SLA16 (parédmetro a qual se enquadra exclusivamente no fator relacionado a
locomogao, como ja descrito em outros estudos) (PELLOW et al., 1985; CRUZ; FREI;
GRAEFF, 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995). Apesar disso, o tratamento com
antibiético demonstrou, em ambas as linhagens, um efeito ansiolitico caracterizado

pelo aumento do numero de entradas nos bracos abertos dos animais tratados.
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Esses resultados suportam a ideia de que os efeitos encontrados sobre a
locomogao no CA e na CAtiv ndo estao associados aos prejuizos motores, mas sim
ao fator emocional. Alguns estudos ja demonstram efeitos semelhantes em animais
germ free com redugédo do comportamento ansioso quando avaliados no labirinto em
cruz elevado e caixa branca e preta, resultados esses, que mostram o aumento da
exploracdo de zonas tipicamente aversivas dos aparatos (HEIJTZ et al., 2011;
NEUFELD et al., 2011; CLARKE et al, 2012). Concomitante a isso, o tratamento com
coquetel de antibidéticos em animais SPF e germ free, mostram redugdo do
comportamento ansioso em camundongos SPF, mas sem efeitos sobre o
comportamento de camundongos germ free, apoiando a conclusao de que as
mudancas comportamentais sdo mediadas por alteragdes na microbiota, e ndo por
interacdo indireta dessa classe de farmacos na fisiologia do hospedeiro.

Novamente, a literatura demonstra que esses efeitos decorrentes de uma
comunicagao eixo-cérebro-intestino-microbiota, pode ser mediada por varias
moléculas microbianas que incluem os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), acidos
biliares secundarios e metabdlitos do triptofano. Essas moléculas propagam sinais
principalmente através da interacdo com CEEs, CECs e o sistema imunolégico da
mucosa (TOPPING et al., 2001). Dessa forma, algumas destas substancias podem
atravessar a barreira intestinal entrando na circulacdo sistémica, sendo assim,
possibilitam também a passagem delas pela barreira hematoencefalica (HAGHIKIA et
al, 2015). Vérios estudos tém localizado receptores GPR41 em géanglios e neurbénios
sugerindo uma ativagao neuronal pela microbiota derivado dos AGCCs. A ativacao de
GPR41 em neurdnios possibilita a liberacdo de noradrenalina, que estabelece uma
interface funcional direta de derivados microbianos com o sistema nervoso simpatico
(KIMURA et al., 2011). J&4 é de conhecimento também que animais germ free
apresentam baixas concentragdes AGCCs, no conteudo intestinal em comparagao
com animais SPF (HOVERSTAD e MIDTVEDT, 1986). Dessa forma, reforga-se a
importancia da mensuracdo desses metabdlitos envolvidos tanto em aspectos
cardiovasculares como neurobiolégicos.

Além disso, como ja descrito, algumas espécies bacterianas estao envolvidas
na estimulagao da producao de neurotransmissores. Um destes, € a serotonina. Uma
analise do perfil desta amina no plasma de animais germ free mostra uma diminuigao
consideravel dos seus niveis em relacdo aos animais que apresentam uma microbiota

convencional (WIKOFF et al., 2009). Junto a isso, animais germ free demonstram
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também niveis aumentados de triptofano (aminoacido essencial precursor da
serotinina) no plasma, aspecto esse que pode ser normalizado apods restabelecimento
da microbiota (CLARKE et al., 2013). Embora os mecanismos exatos de regulacéo
dos niveis periféricos do triptofano sejam desconhecidos, o mesmo estudo sugere
também que a microbiota modula a degradacdo de triptofano através da via da
quinurenina, sendo que, nos ultimos anos, essa via vem ganhando destaque como
um importante regulador da produgéo de agentes neuroprotetores e neurotoxicos em
diferentes tecidos (MULLER et al., 2017).

Apos o periodo de tratamento, os cultivos bacterianos de fezes de animais
controles e tratados demonstrou que o tratamento em questdo é eficiente para a
diminuicdo da microbiota intestinal em termos de microrganismos cultivaveis. Esses
resultados corroboram com os dados demonstrados por Reikvan e colaboradores
(2011), onde o mesmo protocolo de tratamento induziu uma redugéo de 74% do
crescimento bacteriano. Evidencias sugerem ainda, que o uso de antibiéticos causa
uma disbiose intestinal, que conduz a disseminacdo de bactérias multirresistentes
derivadas da microbiota o que pode, como ja demonstrado resultar no
desenvolvimento e agravamento de doencas (AYRES et al.,, 2012; UBEDA et al.,
2010; KNOORP et al., 2016).

Para tanto, foi possivel realizar a identificagdes de alguns microrganismos, que
se demonstraram resistentes ao tratamento, a partir do isolamento por cultivo
bacteriano. Destes, a bactéria Enterococcus faecalis, pertencente ao filo Firmicutes,
ja apresenta evidéncias na literatura sobre efeitos na regulacéo da pressao arterial,
pois, alguns estudos demonstram que o leite fermentado com cepas de Enterococcus
faecalis é capaz de produzir produtos fermentados (peptideos) com potente atividade
inibidora da enzima conversora da angiotensina (IECA) e subsequente atividade anti-
hipertensiva em ratos SHR (MUGUERZA et al., 2005; MIGUEL et al., 2006; QUIROZ
et al., 2007).

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um fator chave na manutencao da
pressao arterial e um dos principais componentes deste sistema € enzima de
conversao da angiotensina (ECA) (ONDETTI et al., 1977) que catalisa a conversao de
angiotensina |, um peptideo inativo, em angiotensina Il, um peptideo com potente agéo
vasoconstritora (SKEGGS et al., 1956) ao atuar em receptores para angiotensina do
tipo I e ll (AT1 e AT2) (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008). Além disso, a ECA catalisa

a inativacdo de bradicinina, que possui importante atividade de vasodilatagao.
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Portanto, a ECA tem um papel importante na regulagédo da presséo arterial e a inibigao
desta enzima pode gerar um efeito anti-hipertensivo. Além disso, ja foi evidenciado
em estudos anteriores do nosso grupo, que a inativagdo do SRA pela losartana
potassica, conhecida por ser um farmaco antagonista para os receptores AT1, é capaz
de induzir resposta nas linhagens SHR e SLA16 com uma redugdao da PAS (DOS
ANJOS, 2017). Diante disso, como ja mencionado a bactéria Enterococcus faecalis
contribui na regulacdo desse sistema, o que a torna importante para o perfil de
reducdo da pressao arterial de ratos SHR ao fim da antibioticoterapia. Apesar disso,
a bactéria em questao foi encontrada em ambas as linhagens, e como mencionado,
os efeitos pressoricos foram divergentes.

Dessa forma, ao observar outras bactérias isoladas em amostras de ratos
SLA16, ha a Enteroccus galinarum. Estudos recentes vém demonstrando que um dos
mecanismos propostos como importantes para o desenvolvimento da pressao arterial
elevada é decorrente de alteragdes do sistema imunologico destes animais, em que
se observa a ativagdo de células T no intestino e o acumulo de células Th17 e
interleucina-17 (IL-17) no tecido vascular. Esse perfil imune acarreta um aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e posterior lesdo endotelial. A composicédo da
microbiota foi considerada um fator chave para essa modulagcao do sistema imune
(TORAL et al., 2019). A qual, bactérias comensais como a Enteroccus galinarum,
podem produzir substancias como adenosina trifosfato (ATP) que estimula as células
dendriticas residentes a produzir interleucina 6 (IL-6) e fator de transformacéo do
crescimento beta (TGF-B), duas citocinas necessarias para a expansao das células
Th17 (ATARASHI et al., 2008; IWASE et al., 2010). Contrario a isso, mas reforcando
esses mecanismos, ja ha estudos relacionados com a manipulagdo da microbiota
através do seu enriquecimento com outra bactéria, Lactobacillus murinus,
demonstrando que essa bactéria conseguiu reduzir a hipertensao induzida por dieta
rica em sal através da diminuicdo das células Th17 intestinais (WILCK et al., 2017).
Dessa forma, esse conjunto de dados sugere que a composigao da microbiota € um
fator importante para a ativagédo de células Th17 e o desenvolvimento da hipertensao.

Além disso, em relagdo ao Clostridioides spp., apesar da ampla gama de
especies existentes no género, ja € de conhecimento que elas podem causar
infeccbes graves e rapidamente fatais, normalmente como resultado de um quadro de
toxemia. O impacto destas toxinas letais no hospedeiro sdo variadas e complexas e

ja se sabe, a partir de estudos realizados por Sakurai e colaboradores (1981) que a
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toxina beta (produzidas por bactérias do género Clostridioides), quando administrada
por via intraperitoneal em ratos, acarreta alteragcdes de varios parametros fisiolégicos,
incluindo o aumento da pressao arterial e diminuicdo da frequéncia cardiaca. Sakurai
e colaboradores (1984) mostraram que, esse aumento da presséo arterial pode ser
substancialmente reduzido em ratos tratados com guanetidina (anti-hipertensivo que
atua inibindo seletivamente a neurotransmissao adrenérgica), sugerindo que essa
toxina pode apresentar um efeito direto sobre o sistema nervoso autbnomo. Apesar
desses estudos serem importantes para auxiliar na compreensao do papel dessas
bactérias junto ao surgimento de alteragbes na PAS encontradas em nossas

linhagens, pouco se sabe ainda sobre os seus efeitos em aspectos comportamentais.

6.3. TERCEIRO BLOCO EXPERIMENTAL

Nesse contexto, sabendo que diferentes patdégenos presentes na microbiota
podem levar a agdes divergentes entre si e que a sua presenga em cada organismo
pode ser variada, foi hipotetizado que os fenbmenos observados entre as duas
linhagens, poderiam ser modulados ao realizar a troca da microbiota entre os animais.
Atualmente o TMF se tornou mais uma ferramenta de estudo e ja se demonstra eficaz
na clinica, sendo cada vez mais utilizado no tratamento de pacientes com infecgao
por Clostridioides difficile recorrente, apesar disso, seu uso em pacientes ainda se
apresenta controverso (MA et al., 2017). Devido a isto, os principais usos da técnica
se dao a partir de modelos animais com o intuito de investigar a relagéo da microbiota
intestinal com o desenvolvimento de patologias. Para inicio das analises a partir do
TMF, o processo de cultivo bacteriano de fezes foi utilizado novamente para avaliagao
do perfil quantitativo da microbiota intestinal ao décimo sétimo dia, evidenciando que
a recolonizacdo da microbiota se deu apés 3 dias de tratamento com solucao fecal
possibilitando assim a continuidade dos testes propostos.

Para a fase de avaliagdo da PAS, ratos SLA16 que receberam material fecal
proveniente de animais SHR apresentaram um aumento dos niveis de PAS. De
acordo com esses dados, outros estudos demonstraram que o transplante de material
fecal de ratos Stroke-Prone SHRs (SHRSP) em ratos WKY, tratados previamente com
antibidticos, conduziu a um aumento da PAS ao passo que as amostras fecais de
ratos WKY transplantados para SHRSP reduziu PAS (embora ndo de forma
significativa). (ADNAN et al., 2017; DURGAN, et al., 2016). Além disso, os ratos WKY
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transplantados com fezes de SHRSP apresentaram um aumento da relagéo
Firmicutes/Bacteroidetes em comparagao com ratos WKY controles (ADNAN et al.,
2017).

Notavelmente, a literatura ja demonstra que ratos jovens SHR (pré-hipertensos)
nao apresentam alteragdes na microbiota intestinal ou na relagao
Firmicutes/Bacteroidetes em comparagcdo com ratos WKY da mesma idade, o qual da
suporte a hipotese de que o desenvolvimento de uma disbiose intestinal coincide com
0 aumento da pressdo arterial (SANTISTEBAN et al., 2017). Combinados aos
resultados aqui encontrados, estes estudos suportam o preceito de que a microbiota
intestinal € essencial para o desenvolvimento de hipertensdo e que a disbiose
intestinal ndo é meramente uma consequéncia do aumento da pressao arterial, mas
uma causa direta.

Em sequéncia, foram realizadas as analises comportamentais frente ao CA. Os
resultados demonstraram os mesmos efeitos para o fator linhagem ja apresentados
anteriormente, com maiores scores dos parametros de entradas no centro e
locomogéo total, central e periférica para a linhagem SLA16. Além disso, houve a
normalizacao do perfil locomotor apds a recolonizagdo da microbiota intestinal através
do TMF, independente da troca gerada. Para essa analise, o TMF apresentou-se
somente efetivo sob a linhagem SLA16 no parametro entradas no centro do CA, em
que o tratamento acarreta uma diminuicdo da exploracido dessa area aversiva,
apresentando um perfil semelhante ao SHR. Esses resultados poderiam indicar que o
transplante acarretou em um efeito ansiogénico sobre a linhagem SLA16, mas esses
dados néo foram reproduzidos nas analises do LCE, onde apesar de ser encontrado
efeito para o fator linhagem em relagéo as entradas nos bragos abertos, os efeitos
para tratamento com TMF n&o foram evidentes.

Ou seja, na presente analise a recuperagao da microbiota (independente de
quem ela pertencga) leva ao restabelecimento do comportamento padrao de ratos SHR
e SLA16 frente ao aparato. Curiosamente, quando animais germ free sofrem
recolonizagao por microbiota de ratos SPF, observa-se um comportamento tipo
ansioso semelhante ao visto no CA, o que, apesar de nao ser evidente no LCE pode
reforgar esse fenétipo comportamental (BERCIK et al., 2011).

Em dltima analise, os animais utilizados nos experimentos do segundo e
terceiro bloco experimental, durante as duas fases de tratamento (antibiético e TMF)

tiveram a massa corporal acompanhada através de pesagem, que apresentou uma
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redugao transiente no dia 5 apo6s a introdugdo da terapia antibacteriana. Esse
resultado corrobora com Reikvan e colaboradores (2011), que sugerem que essa
perda de peso € associada ao ajuste da ampicilina na agua do bebedouro, devido o
mesmo perfil de perda de massa corporal ter sido demonstrado apds a sua terapia
isolada. Apesar dessa perda branda de peso especifica, posteriormente os animais
apresentaram recuperagcdao sem nenhum sinal de desconforto, permanecendo assim
até o fim do transplante fecal. Esses efeitos observados sao importantes em dois
aspectos: 1) demonstrar que o protocolo utilizado foi reprodutivel nas linhagens aqui
estudadas devido aos niveis deletérios da microbiota e efeitos sobre a massa corporal
dos animais apresentarem-se semelhantes a literatura; 2) demonstrar que a escolha
desse protocolo ndo causa prejuizos visiveis a saude do animal, uma vez que dados
nao publicados do laboratério demonstram que ambas as linhagens, SHR e SLA16
sdo sensiveis a dose de 50mg/Kg de ciprofloxacina, via intraperitoneal, causando
visivel dor e desconforto. E por outros estudos ja demonstrarem abordagens que
utilizam diferentes vias de administragdo que podem causar prejuizo a saude do
animal (REIKVAN, et al., 2011).
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7. CONCLUSOES

De acordo com os dados apresentados neste trabalho, mostrou-se que o ciclo
estral de ratas SHR e SLA16 n&o impacta significativamente os parémetros de PAS e
comportamento frente ao CA. Descarta-se assim, possiveis interferéncias do ciclo
estral, uma vez que as diferencas entre linhagens na PAS, assim como
comportamento tipo-ansioso e atividade locomotora no CA, ndo sao dependentes das
fases do ciclo estral das fémeas.

Além disso, neste trabalho testou-se a hipdtese de que a microbiota intestinal
dos animais SHR e SLA16 seria responsavel pelas diferencas de PAS e
comportamentais encontradas entre as linhagens. Essa hipétese foi parcialmente
aceita, visto que os principais achados refletem essa relagdo com a PAS, mas nao de
forma tao evidente nos aspectos comportamentais apos o TMF.

Em conclusao, demonstramos a importancia de uma microbiota integra para a
regulacdo da PAS e parametros comportamentais. Em contraste, o efeito no TMF
sugere que as microbiotas de SHR e SLA16 estdo mais relacionadas a regulagao das
diferengcas de pressao arterial apresentadas pelas linhagens. Por fim, sugerimos
estudos futuros utilizando analises de metabdlitos produzidos a partir dessa microbiota
que podem estar envolvidos nos mecanismos para o aparecimento dos fenétipos aqui
evidenciados, e abordagens experimentais com as bactérias identificadas nesse
estudo, em especial a Enterococus fecalis que se demonstra promissora

principalmente em relagdo a regulagao da pressao arterial.
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