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RESUMO

TON, ALYNE MENDONCA MARQUES, M. Sc, Universidade Vila Velha — ES, marco
de 2020. Estresse oxidativo e cogni¢cao em pacientes com doenca de Alzheimer:

efeitos da suplementacao simbidtica. Orientador: Elisardo Corral Vasquez.

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia em pacientes
idosos. Recentemente, varios estudos demonstraram que o estado hiperinflamatorio
e 0 estresse oxidativo precedem as manifestacdes neuropatologicas cardinais da DA.
Tendo em vista os comprovados efeitos antioxidantes dos simbiéticos, propusemos
que a suplementacdo alimentar continua com leite fermentado com grédos de kefir
poderia melhorar os distlrbios o status cognitivo neste grupo de pacientes. Este
estudo foi desenvolvido como uma investigacao clinica ndo controlada para testar os
efeitos da suplementacdo com leite fermentado com simbidticos (2mL/kg/ dia) durante
90 dias. Os sujeitos avaliados foram submetidos a bateria cognitiva e a coleta de
material biolégico para quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
dosagem de biomarcadores antes antes (TO) e apds (T90) a suplementacéo.
Observou-se, apo0s a intervencdo, uma melhora cognitiva acentuada nos dominios
memo©ria, capacidade visual-espacial e abstracao, funcdes executivas e linguagem. A
analise citométrica evidenciou uma reducéo significativa na dosagem das citocinas
pré inflamatdrias e nos marcadores de inflamacéo e estresse oxidativo (¢Oz~, H20:2 e
ONOO", ~ 30%) acompanhados por aumento da biodisponibilidade de NO (100%) e
aumento da viabilidade celular. Conclui-se, portanto, que a suplementa¢cao com kefir
apresenta efeitos modulatérios neste grupo de pacientes, sendo capaz de atenuar 0s
danos cognitivos relacionados a base neuropatologica da DA, reduzindo a inflamacéo
sistémica e o0 estresse oxidativo, revelando-se como uma uma terapia adjuvante

promissora contra a progressao da DA.

Palavras-chave: probiético, simbiético, microbioma, doenca de Alzheimer, inflamacgéo,

cognicgéao, citocinas



ABSTRACT

TON, ALYNE MENDONCA MARQUES, M. Sc, University of Vila Velha — ES, March,
2020. Oxidative stress and cognition in Alzheimer’s subjects: effects of synbiotic

supplementation. Advisor: Elisardo Corral Vasquez.

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia in elderly patients.
Recently, several studies have shown that inflammation and oxidative stress precedes
the cardinal neuropathological manifestations of AD. In view of the proven antioxidant
effects of synbiotics, we tested the hypothesis that continuous dietary supplementation
with milk fermented with kefir grains might improve cognitive and metabolic and/or
cellular disorders in the AD patients. This study was designed as an uncontrolled
clinical investigation to test the effects of synbiotic-fermented milk supplementation (2
mL/kg/daily) for 90 days in AD patients exhibiting cognitive deficit. Cognitive
assessment, cytokines expression, systemic oxidative stress levels and blood cell
damage biomarkers were evaluated before (TO) and after (T90) kefir synbiotic
supplementation. When the patients were challenged to solve 8 classical tests, the
majority exhibit a marked improvement in memory, visual-spatial/abstraction abilities
and executive/language functions. At the end of the treatment, the cytometric analysis
showed an absolute/relative decrease in several cytokine markers of inflammation and
oxidative stress markers (*Oz~, H202 and ONOO™, ~30%) accompanied by increase of
NO bioavailability (100%). In conclusion, we demonstrated that kefir improves
cognitive deficits, which seems to be linked to systemic inflammation and oxidative
stress reduction, revealing itself as a promising adjuvant therapy against AD

progression.

Key-words: probiotic, synbiotic, microbiome, Alzheimer's disease, inflammation,

cognition, cytokines



1. INTRODUCAO

1.1. Breve historico

A sindrome clinica demencial com associagado neuropatolégica degenerativa foi
citada, pioneiramente, por Aloysius “Al6is” Alzheimer em 1907, ao descrever os
sintomas de uma mulher de 51 anos, Auguste Deter, que encontrava-se sob seus
cuidados em Franknfurt, na Alemanha (Stelzmann et al., 1995). A descricdo de
Alzheimer sobre os sintomas da paciente foi, quase certamente, a primeira

caracteriza¢do neuropsicoldgica da doenca:

“A memoria dela esta seriamente comprometida. Se lhe forem mostrados objetos, ela
nos nomeia corretamente mas, quase imediatamente depois, esqueceu tudo. Ao ler um teste,
ela pula de uma linha para outra ou |é soletrando as palavras individualmente ou tornando-as
sem sentido por meio de sua pronuncia. Por escrito, repete muitas silabas separadas, omite
outras e, rapidamente, se decomp8e completamente. Ao falar, ela usa preenchimentos de
lacunas e algumas expressdes parafraseadas (“vazador de leite” em substituicdo de “xicara”).
As vezes, é 6bvio que ela ndo consegue continuar. Claramente, ela ndo entende certas

perguntas e ndo se lembra do uso de alguns objetos.”

Quando Auguste Deter morreu, Alzheimer utilizou-se de técnicas de coloracao
histélogica em prata e outros elementos para analisar o tecido cerebral, as quais
haviam sido desenvolvidas, no ano anterior, por Ramon e Cajal — primeiro a identificar
0s neurdnios como unidades do sistema nervoso - e Camillo Golgi, laureados, por
este motivo, com o prémio Nobel de medicina ou fisiologia em 1906. Essa inovagao
metodoldgica de impregnacao de amostras teciduais, contribuiu para a identificacao
de emaranhados neurofibrilares e placas neuriticas que se tornariam os marcadores
cardinais neuropatolégicos desta sindrome (Bondi et al, 2018).

A partir de entdo, os pacientes com disturbio neuronal caracterizado por
deméncia, quando em associacdo a presenca de tais achados histopatolégicos,
passaram a ser denominados como portadores de doenca de Alzheimer (DA). (Mauer
& Mauer, 2003).

O Manual de Diagnostico Estatistico das Desordens Mentais (DSM), em sua
segunda versao publicada em 1968, definiu a doenca de Alzheimer como uma
condicdo mental resultante do comprometimento difuso da fungéo cerebral por
qualquer causa, afetando as funcdes maiores de orientacdo, atencdo, memoria,
intelecto, julgamento e afeto, em associacdo a presenca dos cardinais

neuropatolégicos descritos (APA, 1968). Essa complexidade de fatores constitui



aquilo que hoje é definido como sindrome clinica demencial, revelando uma
abrangéncia conceitual extremamente mais vasta do que se imaginava naquela
época.

Embora a deméncia esteja associada a mais de 70 diferentes fatores
etiologicos, a DA mantem-se, desde sua definicdo, como a causa mais prevalente,
sendo responsavel por, aproximadamente, metade de todos os casos (Cuma immings
& Benson, 1992). Todavia, o desenvolvimento de conceitos que envolvem os
mecanismos de prevencao, tratamento e, possivelmente, ferramentas de reversao dos
danos cognitivos utilizando-se de farmacoterapia foram desenvolvidos apenas apés
décadas de suas primeiras descri¢gdes, coincidinto com a evolu¢do de pensamento no
que tange a descoberta de novos biomarcadores de fase precoce e a necessidade de
ampliar esforcos focados em medidas de intervencao clinica, em consonancia com o

projeto que engloba a presente tese (Bondi et al, 2018)

1.2 Estado da arte atual

A doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia em pacientes
idosos, apresentando caracteristicas de neurodegeneracdo disseminada e dois
principais marcadores etiopatogénicos: as placas neuriticas e 0s emaranhados
neurofibrilares (Liu et al., 2015; Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020). As placas
neuriticas consistem, predominantemente, em depdsitos extracelulares de peptideos
B-amildides, enquanto os emaranhados neurofibrilares sdo formados pela agregacéao
da proteina tau hiperfosforilada (Liu et al., 2015; Bondi et al., 2017; Assal, 2019;
Barnett, 2019; e Knopman et al, 2019).(Figura 1)

Figura 1: (A) Imagem demonstrando esquematizacdo do aspecto a microscopia dos
emaranhados neurofibrilares criada por Alois Alzheimer em 1911; (B) Aspecto, a microscopia

eletrénica conforme demonstrado por Bondi et al. (2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yiannopoulou%20KG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32165850
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papageorgiou%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32165850

A deméncia na DA é definida, em termos clinicos, como um declinio
progressivo, global e irreversivel das fun¢des cognitivas que, invariavalmente, cursa
com profundo impacto socio-emocional e altos indices de dependéncia funcional
(Beck et al., 1982; Duong et al., 2017; Brayne & Miller, 2017; Bastin et a.l, 2019) A
prevaléncia global da DA tem apresentado um crescimento progressivo nas ultimas
décadas, com um aumento proporcional global de 117% nos ultimos 26 anos, sendo
0s maiores indices de prevaléncia locais referidos na Turquia e no Brasil (GDB
Dementia Collaborators, 2019). (Figura 2)

Figura 2: Imagem ilustrativa demonstrado a expectativa de aumento proporcional da incidéncia

de DA por divisdo continental (Adaptado de Ziegler-Grahamet al., 2007

Neste cenario, nota-se, de maneira interessante, a mudanca nos indices de
mortalidade por causa especifica relatados nos ultimos 10 anos, demonstrando uma
clara reducdo nas mortes secundarias as doencas cardiacas (8,9%),
cerebrovasculares (12,7%), cancer de prostata (1,9%) e imunodeficiéncia humana
adquirida (60,6%) com um aumento de 145% na prevaléncia de mortes em
consequéncia do diagnostico de DA neste mesmo periodo (Alzheimer’s Association,
2019; Vasquez et al., 2020, in press). A analise desta mudanca coloca a DA em uma
situacdo central no que tange a necessidade de modificacdo e desenvolvimento de
politcas publica que suportem a dramaticidade do impacto socioecondmico deste
diagnastico, diretamente relacionado com o aumento da sobrevida individual global e

a asociacao a fatores de risco cardiovasculares (Figura 3).
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Figura 3: Gréafico demonstrando as mudancas no indice de mortalidade por causa especifica

relatados nos ultimos 10 anos. (Adaptado de Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2019).

1.3. O papel do estresse oxidativo como fator marcante na doenca de Alzheimer

A DA é, caracteristicamente, uma doenca degenerativa multifatorial e
poligénica o que, em ultima instancia, dificulta o rastreio dos mecanismos por meio
dos quais ha o desenvolvimento exato dos danos celulares e moleculares envolvidos,
além de comprometer a elucidacao dos procedimentos que deveriam ser adotados na
prevencdo e no tratamento da doenca (Liu et al., 2015; Ghosh, Levault & Brewer,
2014).

Dentre os diferentes fatores relacionados, a participacao do estado de estresse
oxidativo tem sido cada vez mais empregada, estimulando o direcionamento de
investimentos crescentes no estudo deste campo e acendendo o0 interesse de
pesquisadores da area.

No entanto, um problema central reside na imensiddo de substancia e/ou
moléculas que podem ser caracterizadas como fonte desequilibrio na medida em que
contribuem/estimulam a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Dentre
elas, destaca-se a participacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
gue, em recente revisédo, foi considerado como um importante gerador de ROS a partir
de suas acOes mitocondriais (Vasquez et al.,, 2019), sugerindo que as alteracdes
cardiovasculares amplamente descritas DA poderiam contribuir com o

desenvolvimento e/ou a propagacao dos danos inflamatorios centrais. Corroborando



esta suposicdo, segundo recentes revisbes publicadas em concomitancia a este
projeto Kehoe (2018), Marfany et al., (2018) e Cooper et al. (2018), relatam a
existéncia de uma complexa interacdo entre as doencgas cardiovasculares e o
desenvolvimento da disfuncéo cognitiva na doenca de Alzheimer envolvendo, ainda,
a constatacdo de que que a angiotensina Il esta fisiologicamente exacerbada na
maioria das doencas cardiovasculares em idosos.

Isto posto, ao definirmos a nossa justificativa de estudo da via do estresse
oxidativo na deméncia da DA, o estudo de peptideos angiotensinogénicos acrescenta
um grau de complexidade ainda superior, tornando-se uma importante ferramenta a
ser revista em futuras pesquisas. Dessa forma, o nosso foco na andlise do papel do
estresse oxidativo €, minimamente, a avaliacdo de um componente interiorizado em
um completo sistema de mecanismos ainda mais complexos que envolvem o estresse
oxidativo e a longevidade. Neste momento, o objetivo da presente tese restringe-se a
tentar desvendar a contribuicdo deste para o agravamento e/ou desenvolvimento da
deméncia e abrir avenidas pelas quais 0 Nnosso grupo e outros grupos de
pesquisadores teremos 0 compromisso de caminhar.

De acordo com a teoria do estresse oxidativo, a morte neuronal na DA é
secundéaria a presenca de espécies reativas de oxigénio que atacam as células,
modificando a sua composicao lipidica, alterando a permeabilidade da membrana e,
consequentemente, levando a modificagdes das funcdes de transporte e de barreira,
predominantemente no que diz respeito a passagem de ions calcio com alteracéo do
processo de transducdo do sinal neuronal (Su et al., 2008). O estresse oxidativo é
definido como um desequilibrio entre o processo bioquimico que leva a producédo de
ROS e aquele responsavel pela sua remocao (Harman, 1981). Sob condicdes
fisiol6gicas, a producédo de ROS é uma consequéncia normal dos processos celulares
gque sao estritamente controlados por mecanismos antioxidantes, incluindo a
glutationa, o a-tocoferol, carotendides e o acido ascorbico, assim como por enzimas
como a catalase e a glutationa peroxidase (Yu, 1994). No entanto, quando 0s niveis
de ROS excedem a capacidade antioxidante de uma célula, ocorre o dano molecular
e levando a uma disfuncao celular critica. (Yu, 1994). Sabe-se, ainda, que o tecido
cerebral é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, uma vez dado o seu baixo
nivel de compostos antioxidantes, a sua alta concentragdo de &cidos graxos poli-
insaturados e sua elevada demanda de oxigénio (Su et al., 2008).

A origem descrita da neurodegeneracdo da DA da-se na presenca dos

oligbmeros soluveis do peptideo B-amildide (ABOs) que induzem a disfungao sinaptica



secundaria a perda e distrofia das espinhas dendriticas, desestabilizando as proteinas
do citoesqueleto dos dendritos, diminuindo a expressédo de debrina e aumentando a
expressao de espinofilina (Liu et al., 2015). Os ABOs ligam-se a um receptor putativo
e ativam o receptor da tirosino-quinase EPGHA4 e Fyn, com ativacdo aberrante de
receptores N-metil D-Aspartato (NMDA) e aumento anormal de Ca?* pés-sinaptico.
Os eventos seguintes incluem o aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio, a peroxidacdo da membrana lipida e a fragmentacdo mitocondrial com
expressdo de superficie alterada e desregulacdo da funcdo do receptor,
excitotoxicidade, retracdo dendritica e alteracdo de sinal neuronal com disfuncéo
dopaminérgica (Su et al., 2008, Liu et al., 2015, Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020)

Interessantemente, diversos estudos evidenciam que 0 estresse oxidativo
precede as manifestacées neuropatoldgicas cardinais da DA (Liu et al., 2015; Ghosh,
Levault & Brewer, 2014;) De acordo com Liu e colaboradores (2015), os danos
oxidativos sdao acompanhados de tentativas de apoptose e regeneracao celular,
ambas como um fendmeno precoce, antes da formacdo de placas senis e
emaranhados neurofibrilares. Su e colaboradores (2008) corroboram este achado,
reiterando que as placas senis e os emaranhados neurofibrilares sdo uma resposta
fundamentalmente adaptativa, marcada pelo sequestro de metais redox-ativos pelas
placas senis e pelo reconhecimento crescente de que 0s neurénios com inclusdes sao
protegidos da morte celular imediata.

O estudo da influéncia do excesso de estresse oxidativo na contribuicdo do
desenvolvimento e agravamento da deméncia clinica na DA vem, ainda, a corroborar
os achados de pesquisa do laboratério da Universidade Federal do Espirito Santo nas
tltimas duas décadas envolvendo a participacdo das ROS nas algas patoldgicas de
diversas outras doencas crénicas. Vasquez et al. 2012; Vasquez et al., 2018; Vasquez
et al., 2019; Vasquez et al, 2020; Meyrelles et al. (2011).

Finalmente, justifica-se o interesse em estudar o papel do estresse oxidativo
em modelos humanos portadores de doenca de Alzheimer tendo em vista as
evidéncias clinicas e experimentais correlacionando o estresse oxidativo, disfungéo
mitocondrial, disfuncdo sinaptica, envelhecimento, apoptose e danos ao DNA nos
estados de deméncia (Tonnies & Trushina, 2017; Kamat et al., 2016; Chen & Zhong,
2014; Martins et al, 2018).

1.4. Marcadores de inflamacédo na doenca de Alzheimer
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Outro importante contribuinte para o desenvolvimento e o agravamento clinico
de doencas crbnicas complexas (cardiovasculares, renais e neurodegenerativas) e
que atua, majoritariamente, como um fator adicional ao estado de estresse oxidativo
€ 0 processo inflamatério crénico (Balez & Ooi, 2016; Balin & Hudson, 2014).

O sistema nervoso central (SNC), historicamente, era considerado um sitio
imunologicamente privilegiado, tendo em vista a presenca da barreira
hematoencefélica (BHE) que, acreditava-se, impediria a entrada e saida de inUmeras
moléculas, incluindo anticorpos circulantes na periferia, macréfagos e linfocitos
(Bowman et al., 2018). Este conceito refletiu-se em uma regressao de pensamento,
com a determinacdo primaria de que a inflamacdo neuronal regional mantinha-se
completamente independete aquela que ocorria fora do SNC.

No entanto, assim como ocorre no sistema cardiovascular, a disfuncéo
endotelial tem sido um ponto de atracdo as pesquisas cientificas envolvendo estresse
oxidativo, processo inflamatério e longevidade. Esta afirmacao baseia-se no fato de
existirem evidéncias atuais que sugerem que a inflamac&do neurovascular é um
importante ponto de partida na ativacdo dos processos de deterioracdo sinaptica,
estimulo a apoptose e manutencdo de viabilidade celular. A presenca de inflamacao
central reflexa as afeccdes sistémicas € apoiada na constelacdo de sintomas que
ocorrem em consequéncia de um processo infeccioso/inflamatério, caracterizando a
adocdao de padrbes de doencas especificas que sugerem mecanismos de adaptacéo
cortical (Bowman et al., 2018).

A literatura cientifica mundial é rica em estudos acerca do envolvimento de
citocinas inflamatérias acompanhando a disfuncdo cognitiva associada a
neuroinflamacéo e vasculoinflamacéo (Ano et al., 2020; Jardo et al., 2020; Manzine et
al., 2020).

Dessa forma, € logicamente questionavel a existéncia ou perspectiva de
surgimento de medidas paliativas ou potencialmente curativas no que tange ao

traatamento da DA.

1.5. A interagcdo morfofuncional entre a microbiota intestinal e a funcgéo
integrativa do sistema nervoso central

A microbiota intestinal representa, aproximadamente, 80% do montante de
microorganismos gue vivem em nosso organismo, totalizando, aproximadamente, 100

trilndes. A microbiota se instala no sistema digestério durante o periodo peri e pos



natal e atua, beneficamente em favor do hospedeiro, durante toda a vida. (Vasquez
et al., 2019).

Os mecanismos direcionados a modulacdo do microbioma inestinal e analise
do seu papel no desenvolvimento de doengas constitui um campo emergente de
investigacdo cientifica, tendo ultrapassado, em nuameros absolutos de fontes de
pesquisa e objeto de publicacado, diversas outras doengas de interesse social global.
Conforme publicado por Vasquez e colaboradores (2020), o crescimento das
pesquisas relacionados a disbiose intestinal como causa e/ou consequéncia de
doencas crénicas complexas apresentou um avanco marcante, partindo de apenas 8
publicacdes cientificas por ano em 2000 para, aproximadamente, 5 mil artigos em
2020.

Dessa forma, conlui-se acerca da mudanca de definicdo e pré-conceituacao
acerca do papel da microbiota intestinal, com a inversdo da ideia de que os
microorganismos que compdem a microbiota sdo imprescindiveis para a manutengéo
do hospedeiro, com um importante papel na manutencdo da salde e na prevencao
de doencas (Alam et al., 2018; Ticinesi et al, 2018; Ozawa et al, 2018). Tal dado &
corroborado por evidéncias recentes de que o transplante fecal contendo uma
compsoigcdo especifica da microbiota tem efeitos comprovadamente preventivos e
curativos em diversas doengas sistémicas e cronicas (Dominguez et al., 2018)

Evidéncias crescentes confirmam a existéncia de uma interacao bidirecional
entre a microbiota intestinal e a funcdo cerebral (tabela 1) que, sabidamente, baseia-
se em uma correlacdo neuroenddécrina que engloba o eixo de modulacao entre a
adeno-hipdfise, a glandula supra-renal e o intestino com um braco cerebral composto
pela via simpatica e por aferéncias e eferéncias vagais (Ton et al., 2018). Em sintese,
conforme ilustrado na Figura 1, extraida de um artigo recentemente publicado por
Vasquez e colaboradores (2019) a microbiota intestinal consiste em um ecossistema
dindmico que € influenciado por vérios fatores, incluindo genética, metabolismo, idade,
uso de antibidticos e dieta. Varios estudos tem demonstrado que a microbiota
intestinal pode contribuir para a patogénese da DA, na medida em que amiléides
derivados de bactérias do trato gastrointestinal podem se acumular em nivel sistémico
e cerebral (Zhang et al., 2014; Martins et al., 2018), levando a um aumento do ROS e
ativacédo do fator jB nuclear (NFjB), com regulagdo ascendente sobre o micro RNA
34a pro-inflamatério, que, por sua vez, reduz a expressao de TREM2 (triggering
receptor expressed in microglial/myeloid cells 2), induzindo o prejuizo na funcao

fagocitica e contribuindo com o acumulo de proteina B-amildide. Adicionalmente,



lipopolissacarideos e amiléides bacterianos podem aumentar os niveis de citocinas e

outras moléculas pro-inflamatorias sistemicamente (ver ilustracéo Figura 1) (Zheng et

al., 2016).

Tabela 1: Exemplos de produtos ndo farmacolégicos que foram estudados em pacientes com

doenga de Alzheimer e doenlgas correlacionadas. (Ton et al, 2018)

Individuos do

Nutracéutico,

hipertenséao

alimento funcional Desfecho final ou concluséo Referéncia
estudo
ou suplemento
Modelo animal com Supressao dos indices de p-s396-tau induzido Jhang et al.
) Resveratol )
doenga de Alzheimer por Na2VO4 via ERK1/2 e GSK-3b (2017)
) o Reducéo do risco de desenvolvimento de Annweiler et al.
Mulheres idosas Vitamina D )
deméncia. (2012)
Modelo animal ) ) o . Santanna et al.
» Kefir Atenuacédo da deposicéo lipidica endoletial
aterosclerotico (2017)
. . . Reducéo do risco de desenvolvimento de Commenges et
Individuos idosos Flavondides L
deméncia al. (2000)
Modelo animal de Kefi Reducéo da presséo arterial sistémica, Klippel et al.
efir
hipertenséao disautanomia cardiaca e barorreflexo. (2016)
Modelo animal com ) Atenuacéo das placas neuriticas e melhora da Nimgampalle et
) Lactobacillus ) ) -
doenca de Alzheimer sintomatologia cognitiva. al. (2017)
. o o Redug&o do risco de desenvolvimento de Masaki et al.
Homens idosos Vitamina E e Vitamina C . ) ) .
deméncia e melhora da sintomatologia cognitiva. (2002)
Individuos com ~ . . » Phillips et al.
. Omega 3 Melhora da sintomatologia cognitiva
doenca de Alzheimer (2015)
Modelo animal de Kefi Atenuacéo ou reversao da disfungao endotelial e Friques et al.
efir
reducdo de ROS (2015)
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Figura 4: Interac@o entre a microbiota intestinal e os sistemas neuroendocrino e
neuroimunes. A microbiota intestinal exerce efeito (i) de barreira por meio das tight junctions e dos
enterdcitos; (ii) imunomodulatério e anti-inflamatério, por meio do recrutamento do sistema imune e (iii)
de producéo de energia, via metabolismo dos 4cidos graxos de cadeia curta, vitaminas e hormonios.
(Vasquez et al, 2019)

1.6. Impacto do déficit cognitivo no dia-a-dia do paciente com doenca de
Alzheimer

A deméncia clinica é caracterizada por uma regressdo cognitiva progressiva
em relacdo ao estado de base do individuo, podendo afetar diferentes dominios
funcionais, tais como: linguagem, habilidades construtivas e visuo-espaciais,
memo©ria, orientacdo, funcdes executivas, praxias, raciocinio e outros, a depender da
reserva cognitiva acumulada durante a vida, da velocidade de evolucdo da doenca e
das areas corticais envolvidas. O paciente com doenca de Alzheimer é considerado
clinicamente definido quando apresenta comprometimento progressivo em pelo
menos dois dominios ndo explicado pela presenca de lesdes isquémicas e/ou
estruturais ou em consequéncia de disturbios metabdlicos e do humor com impacto
funcional (Sharma et al., 2020; McKhann et al., 2011) .

O desenvolvimento do dano cognitivo impacta, ainda, nos niveis de
dependéncia funcional para a realizacéo das atividades simples e complexas de vida
diaria que podem ser medidas pelo tempo gasto por parte de terceiros no auxilio e/ou

assisténcia durante a realizacao destas tarefas. Segundo a Alzheimer’s Associaton, o



tempo medio gasto, por parte de terceiros, com os cuidados com o paciente com DA
é de, aproximadamente, 21,9 horas de cuidado por semana ou 1.1139 horas por ano
. (GBD 2016 Dementia Collaborator, 2019).

Por estes motivos, definimos como o objetivo majoritario da tese a andlise da
melhora cognitiva destes pacientes, sob influéncia da atenuacdo do dano oxidativo e
inflamatério com o objetivo de mitigar o impacto funcional da doenca e reduzir a os

indices de dependéncia e institucionalizacao.

1.7. Desafios no tratamento da doenca de Alzheimer

Apesar de todos os esfor¢os direcionados no desenho de pesquisas clinicas
que objetivam desenvolver ferramentas terapéuticas eficazes na reducao do nivel de
dependéncia funcional e na atenuacéo dos sintomas cognitivos, atualmente, conta-se
com apenas 4 medicac¢les autorizadas pela Food and Drug Administration (FDA) para
atuacdo em pacientes com DA que, entanto, apresentam resposta clinica incompleta.
(GBD 2016 Dementia Collaborator, 2019).

Hoje, existem 129 estudos em andamento na tentativa de desenvolver
ferramentas terapéuticas eficazes no tratamento de doenca de Alzheimer No entanto,
contrariamente as expectativas, de 1998 a 2018, 152 estudos clinicos falharam no
gue tange ao desfecho cognitivo. (Cumming et al., 2019; Doody, 2017).
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Figura 5: Esquema descritivo demonstrando os estudos clinicos atualmente em andamento

desenvolvidos com o objetivo de testar novas drogas no tratamento da DA.

Nosso laboratério tem demonstrado os beneficios associados a administracéao
de suplementos nutricionais, também conhecidos como nutracéuticos, no tratamento
de doencas crbnicas complexas. Dentre eles, o uso de probidticos/prebidticos tem se
revelado como uma ferramenta pouco custeosa e eficaz na atenuacéo de sintomas
clinicos em variadas doencas (Vasquez et al., 2019).

Os probioticos, definidos pela Food and Agriculture Organization como
microorganismos vivos que, quando administrados em quantidade adequada,
conferem beneficios a salude do hospedeiro, tem sido considerados uma fonte
emergente e efetiva de antioxidantes (Mishra et al., 2015). De acordo com Mishra e
colaboradores (2015), os probidticos podem aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes, incluindo a glutationa-S-transferase (GSH), glutationa, glutationa-

redutase, glutationa peroxidase (GPx), superéxido dismutase (SOD) e catalase



(Mishra et al., 2015). Segundo Valentini e colaboradores (2013), os probidticos podem
reduzir o estresse oxidativo atuando na producéo de citocinas, diminuindo os indices
de interleucina 1 (L-1) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e aumentando os
niveis de glutationa (Valentini et al.,, 2013). Além disso, existem evidéncias
demonstrando que a suplementacé&o com probidticos pode estimular o crescimento de
populacbes de Bifidobacterium, enquanto, concomitantemente, reduzem o
crescimento de enterobacterias (Perez Martinez, Bauerl & Collado, 2014). Conclui-se,
portanto, que os probidticos, por meio da modulagdo da composicdo do microbioma
intestinal, podem melhorar ou prevenir a inflamacéo intestinal e sistémica.

O leite fermentado com kefir € um alimento funcional originario do norte do
Céaucaso que, atualmente, pode ser distribuido comercialmente em todo o mundo em
paises como Russia, Espanha, Alemanha, Estados Unidos, Canada e Brasil (Leite et
al., 2013; Friques et al., 2015; Pereira et al., 2016; Rosa et al., 2017; Amorim et al.,
2019). A fermentacéo do leite € mediada pela exposicdo aos graos de kefir, que sédo
compostos por elementos bioativos (peptideos, vitaminas e polissacarideos) gerados,
originalmente, pelas bactérias acido-laticas e leveduras presentes nesses graos
(Frigues et al., 2015; Pereira et al., 2016; Amorim et al., 2019; Barboza et al., 2018;
Pimenta et al., 2018).

Estudos comprovam (Figura 2) que a administracdo de kefir e/ou seus
bioprodutos é capaz de prevenir disfuncdes cardiovasculares em modelos animais
experimentais de hipertensao (Friques et al., 2015; Amorim et al., 2019; Klippel et al.,
2016), aterosclerose (Santanna et al., 2017) e Ulceras géastricas (Barboza et al., 2018)
em consequéncia de suas propriedades antioxidantes e imunomoduladoras. Além
disso, existem evidéncias que indicam que o uso de probidticos modula efetivamente
o microbioma (Ton et al, 2018). Claramente, a acdo probidtica pode ser amplificada
combinando-se com prebibticos, uma combinacdo que resulta nos chamados
simbidticos (Vasquez et al., 2019).

De maneira interessante, estudos prévios evidenciaram que a acao do kefir ndo
requer, necessariamente, a presenca dos microorganismos vivos, tendo em vista que
a fracdo ndo bacteriana soluvel do kefir tem o mesmo efeito benéfico na disbiose
intestinal em relacdo aquele obtido pela ingestdo do leite fermentado contendo os
microrganismos. (Brasil et al., 2018).

No entanto, o uso de simbidticos com o objetivo de modulacdo inflamatéria e

atenuacao clinica em individuos com doenca de Alzheimer, ainda nao foi testado.
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Figura 2: Esquema demonstrando os principais mecanismos em evidéncia relacionados a

deterioragdo cognitiva e neuropatoldgica e a inflamacé@o em pacientes com sindrome demencial.

1.8. Justificativa da pesquisa

A dramaticidade do dano cognitivo, em consonancia com a escassez de
ferramentas terapéuticas eficazes para o tratamento da sintomatologia da doenca de
Alzheimer e as descobertas cientificas atuais demonstrando o importante papel das
espécies reativas de oxigénio e do estado inflamatério, reveladas sinteticamente
acima, sugerem um caminho a ser percorrido.

Embora o uso de suplemento alimentar composto de microorganismos de
marcante atuacéo positiva sobre a microbiota intestinal, especialmente o kefir, tenha
sido testado em diversas doencgas cronicas, estas pesquisas ainda ndo haviam sido
expandidas ou aplicadas em doencas cerebrais relacionadas com a disfuncdo
neurovascular degenerativa em humanos.

A varredura de literatura supunha o possivel efeito modulatério do microbioma
inestinal sobre a inflamacdo sistémica e a neutralizagdo de espécies reativas de
oxigénio, por mecanismos ainda ndo completamente esclarecidos. Todavia, ao
extrapolar estes dados, a nossa hipétese seria de que a suplementacao simbidtica
com leite fermentado com kefir, com seus efeitos probidticos e prebidticos, seriam

capazes de combater a disbiose intestinal em individuos com DA, com provaveis



efeitos benéficos sobre a deterioacdo cognitiva e atenuacao da inflamacgéao sistémica

com neutralizagédo das ROS.

2. OBJETIVOS

Os nossos objetivos definidos foram, portanto, de maneira geral, determinar a
relagdo causal entre o uso de simbidticos e atenuacdo da sintomatologia cognitiva
em pacientes com doenca de Alzheimer. Especificamente, objetivamos definir uma
afinidade de correlacéo entre o estado cognitivo apds a suplementacao e reducéo dos
niveis de citocinas inflamatoérias e de espécies reativas de oxigénico quantificadas e

avaliar o impacto do uso do simbiotico na viabilidade celular.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica

Foram incluidos na pesquisa pacientes com DA selecionados por amostragem
de conveniéncia. O diagnostico de DA foi firmado conforme os critérios de diagnéstico
de deméncia clinica secundaria a provavel doenca de Alzheimer com alto nivel de
certeza definido pela Alzheimer Association e pelo National Institute of Aging (NIA)
publicados em 2011 (McKhann et al., 2011) caracterizados pela presenca de declinio
cognitivo progressivo insidioso ou alteracdo comportamental envolvendo pelo menos
dois dominios cognitivos (memoria, linguagem, atencéo ou habilidades construtivas)
com comprometimento funcional das atividades habituais. Os sintomas nao poderiam
ser explicados por delirium ou disturbios psiquiatricos.

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética da Universidade de Vila Velha (n°
1.804.392), e um termo de consentimento livre e esclarecido assinado foi obtido de
cada um dos sujeitos e / ou de seus tutores ap0s esclarecimento acerca da natureza
da pesquisa e dos possiveis riscos e beneficios envolvidos. (Anexo A)

A amostra incluiu individuos de ambos o0s sexos, sem restricdo de idade,
atendidos em um centro de referéncia em Vila Velha, Espirito Santo, Brasil,
especializado em DA. Os critérios de inclusdo foram: (1) auséncia comorbidades
neuroldgicas e/ou psiquiatricas prévias associadas a comprometimento cognitivo, (2)
auséncia de depressao clinica e/ou detectada por meio da escala de Hamilton (Anexo
B) e (3) auséncia de comorbidades clinicas (diabetes descompensado, doencas
autoimunes, neoplasias e/ou doencgas inflamatérias intestinais).

Os critérios de exclusdo atribuidos na pesquisa foram: (1) incapacidade
organica ou ambiental de submeter-se a suplementacéo simbiodtica, (2) uso de drogas
com impacto neurocognitivo e (3) uso de inibidor de acetilcolinesterase em dose
inferior a 10mg/dia.

Inicialmente, trinta e quatro individuos preencheram os critérios de inclusdo. No
entanto, dezoito individuos foram excluidos imediatamente tendo em vista o
diagnostico associado de depresséo clinica (trés sujeitos), diabetes descompensada
(seis sujeitos) e devido a necessidade de antibioticoterapia e/ou hospitalizacao
durante o seguimento (nove sujeitos). Adicionalmente, 3 dos 16 pacientes arrolados
morreram e, finalmente, um total de 13 individuos completou o tempo total do

experimento, tendo recebido a suplementacao simbiotica durante 90 dias (Figura 3)
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Figura 3: Etapas envolvidas na sele¢éo da amostra final.

3.2. Preparacao do leite fermentado com kefir

A bebida fermentada foi preparada, diariamente, por meio da inoculacdo de
leite pasteurizado com gréos de kefir a 4%, contendo as espécies Acetobacter aceti,
Acetobacter sp., Lactobacillus delbrueckii delbrueckii, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus fructivorans, Enterococcus faecium, Leuconiracofus spac. e incubacgao
a25° C—-28°C por24 h. Apos o periodo de incubacado, o produto fermentado foi
filtrado e refrigeradoa 2 ° C —6 ° C por 24 horas. Ao produto final foi, entédo, adicionado
de 500 g de morangos organicos para cada 2 litros da bebida a fim de melhorar as
caracteristicas organolépticas e garantir a adesdo a suplementacdo. O leite

fermentado por kefir foi fornecido na dose de 2ml/kg/dia.

3.3. Avaliagéo cognitiva

A avaliacdo cognitiva foi feita antes (T0) e apos 90 dias (T90) da suplementacgéo
simbidtica, por meio da aplicacdo da beteria de testes recomendada pelo
Departamento de Neurologia Cognitiva e Envelhecimento da Sociedade Brasileira de
Neurologia para o rastreamento de sindromes demenciais (Nitrini et al., 2005) , bem

como pela a Sociedade Americana de Neurologia (Knopman et al., 2001) e pelo



Instituto Nacional de Envelhecimento e Associacdao de Alzheimer (McKhann et al.,
1984).

Por este método, foram analisadas as seguintes fungdes: “fungdes cognitivas
globais”, usando o (1) Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) apresentado na Figura
4; “Memodria” por meio da utilizacdo de um quadro de recordacdo com 10 objetos
concretos (Figura 5) a fim de aplicar o (2) teste de memaria imediata e (3) o teste de
memodria tardia, de acordo com as recomendacdes de Nitrini e colaboradores (2005)
na avaliacdo de grupos com diferentes niveis de escolaridade; “Habilidades visuais-
espaciais e de abstragcdo”, usando o (4) Prancha do Roubo de Biscoitos (PRB) (Figura
6), de acordo com as recomendacdes consensuais publicadas (Nitrini et al., 2005)
sugerindo o uso de descricdo de figuras teméticas justificadas pela auséncia de
estudos na area com a populacéao brasileira e pelo (5) Teste de Similaridade, utilizando
as recomendacfes publicadas (Nitrini et al., 2005) para aplicar a subsecéo
NEUROPSI onde o entrevistado é solicitado a identificar a semelhanca entre trés
pares de substantivos (laranja e péra, cachorro e cavalo e olho e nariz) e pontuado
conforme o numero de acertos; “Fungdes executivas e de linguagem”, usando o (6)
Teste de Nomenclatura de Boston, cujas imagens apresentadas encontram-se
descritas na Figura 7, e (7) teste de fluéncia verbal; “Atengéo”, usando o (8) Teste de
Trilhas A (Figura 8) que orienta a conexdo correta entre 0os niumeros em ordem
cronoldgica e pontua conforme o niumero de acertos em 120 segungos; e "habilidades
visuoconstrutivas", usando o (9) teste do desenho do relégio pontuado conforme
descrito na Figura 9.

Com o objetivo de evitar o efeito de aprendizado, os testes de avaliacao
cognitiva foram espacados por 90 dias e os varios testes de dominio foram aplicados

em uma ordem diferente a cada analise.
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1 ler & obedecer o sequinte: “Feche os Olhos™  (vide verso)
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130 | Escore total

Figura 4: Registro de andlises inclusas no Mini Exame do Estado Mental (MEEM), identificando as

habilidades pesquisadas durante a bateria cognitiva e o critério de pontuagdo. (Adaptado de Nitrini et

al., 2005.)




Figura 5: Quadro de recordacdo utilizado durante a bateria cognitiva. O individuo é convidado a
memorizar todos os objetos durante 120 segundos apresentados e evocar 0 maior nimero possivel em
um primeiro (memoria imediata) e um segundo momento (memodria tardia). (Adaptado de Nitrini et al.,
2005.)
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Figura 6: Imagem utilizada na avaliacdo das habilidades visuo-espacias. Apresenta-se a cena ao
individuo, que é solicitado a descrever minuciosamente o que € observado, pontuando-se o numero de
acertos. (Adaptado de Nitrini et al., 2005.)

DESENHO REPOSTA INCORRETA | CORRETA
Aol (1] 1
Cama 0 1
o [Rot u 1
Flow i ] 1
Casa 0 1
Canca 1] 1
Escova denlis i} 1
hmu Vo 0 1
hlascara 1] i
Camasko 1] 1
Gana 0 1
Pinga de gelo 1] 1
e [Rode 0 1
Funi 0 1
Domind 1] 1

Figura 7: Prancha de pontuacao do Tesde de Nomenclatura de Boston. O individuo é apresentado as
imagens dos itens supradescritos em uma tela digital, devendo descrever o nome dos objetos ou sua

func@o em até 10 segundos. (Adaptado de Nitrini et al., 2005.)
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Figura 8: Imagem utilizada na aplicagcao do Teste de Trilhas A. Durante esta andlise, o individuo deve
desenhar uma linha conectando os nimeros na ordem crescente. Pontua-se os acertos em 120
segundos. (Adaptado de Nitrini et al., 2005.)
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Figura 9: lustracdo demonstrando a classificagdo dos possiveis resultados obtidos na aplicacdo do
teste do desenho do reldgio. Pede-se ao individuo que desenhe um reldgio analdgico, cujos ponteiros
estdo marcando 14:45hs. (Adaptado de Nitrini et al., 2005.)

3.4. Dosagem de citocinas

As concentracdes das citocinas pro-inflamatoérias (IL-6, IL-8, IL-1b, IL-12p70, e
TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10) foram analisadas utilizando-se de um kit de
inflamacdo humana Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences, USA) de acordo
com as instrucBes do fabricante. As amostras foram analisadas por meio da aplicacao
da técnica de citometria de fluxo, usando um FACSCanto Il (BD, San Jose, CA, USA).
A aquisicdo dos dados foi realizada por intermédio do software FACSDiva (BD) e a
analise dos eventos foi feita com o auxilio do software FCAP Array software (BD). As
amostras foram medidas em comparagdo com as curvas padronizadas de citocinas

recombinantes utilizando-se o FCAP Array software (BD). Todos os resultados foram
expressos em pg/mL.

3.5. Quantificagcdo de ROS
A quantificagdo de ROS foi realizada por citometria de fluxo, usando utilizando-
se um instrumento FACSCanto Il (Becton Dickinson, BD, CA, EUA) para analisar o

conteudo intracitoplasmatico, conforme descrito nosso grupo anteriormente (Barboza



et al., 2018; Campagnaro et al., 2013; Porto et al., 2015). Em um primeiro momento,
foi feita a coleta do material biolégico por meio da pun¢do venosa periférica com
posterior inducdo de lise eritrocitaria através da adicdo, ao conteddo coletado, de
cloreto de aménio. O anion superoxido (O2-), o peroxido de hidrogénio (H202), o
radical peroxinitrito/hidroxila (ONOO-/OHe¢) e o 6xido nitrico (NO¢) foram monitorados
separadamente por meio da medicdo da modificagdo na intensidade de fluorescéncia
média (MFI) emitida pela di-hidroetidina (DHE), diclorofluoresceina (DCF), hidroxifenil
fluoresceina (HPF) e diaminofluoresceina (DAF), respectivamente.

De forma resumida, um total de 10° leucécitos foram incubados com 160
mmol/L de DHE, 20 mmol/L de DCF, 10 pmol/L de HPF ou 2 pmol/L de DAF a 37 ° C
por 30 minuros (DHE, DCF e HPF) ou 180 minutos (DAF) em ambiente escuro. As
amostras foram lavadas, ressuspensas em PBS e mantidas em gelo até a aquisi¢ao
de 10.000 eventos por citometria de fluxo, que foram posteriormente analisados pelo

software FCS Express (De Novo).

3.6. Avaliacédo de viabilidade celular

O indice de apoptose celular foi determinado, igualmente, por meio de
citometria de fluxo, utilizando-se o kit de deteccao de apoptose da anexina V-FITC/PI
(BD Bioscience) de acordo com as instrucdes do fabricante. Desta forma, 10° células
sanguineas foram ressuspensas em uma substancia tampéo e incubadas por 15
minutos a temperatura ambiente, em ambiente escuro, com 5 mL de anexina V-FITC
e 5 mL de iodeto de propidio (PI). Os resultados foram definidos por intermédio de um
citometro de fluxo FACSCanto Il (BD) e analisados pelo software FCS Express (De
Novo).

As células duplamente negativas foram consideradas viaveis, enquanto as
células positivas para a anexina V-FITC foram consideradas apoptéticas (Barboza et
al., 2018; Campagnaro et al., 2013; Porto et al., 2015). Os dados foram expressos em

percentual de células apoptéticas.

3.7. Avaliacéo estatistica

Todos os dados foram expressados em média + erro padréo da média (com
excecao das caracteristicas demograficas, expressas em média + desvio padrdo). O
teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para avaliar a normalidade dos dados.
Considerando que todos os sujeitos exibiam distribuicdo Gaussiana, o teste t de
Student para amostras pareadas foi utilizado na andlise estatistica da quantificacao



de citocinas, dosagem de ROS e indice de viabilidade celular antes e apds a
administrac@o do simbidtico.
Os valores de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos. A

analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism verséo 7.0.

4. RESULTADOS



3.1 Caracteristicas dos pacientes (demogréficas, antropométricas e sociais)

A tabela 2 revela as caracteristicas clinicas dos sujeitos analisados. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os homens e as mulheres no que diz
respeito ao género, idade, indice de massa corporal (IMC), duracédo do tratamento e

nivel de escolaridade.

Tabela 2: Caracteristicas demogréficas dos pacientes.

Mulheres Homens

Parametros p
(n=11) (n=2)
Idade (anos) 78.7+ 3,0 7817 0.93
IMC (kg/m?) 25.8+0.6  27+1.7 0.61
Nivel educacional (anos) 59+0.6 5+1.0 0.51
Duracgéo do tratamento (anos) 185+0.7 06x0.1 0.08

*Os valores foram expressados em média *+ desvio padréo.

4.2 Avaliag&o cognitiva

A Figura 10 resume os resultados obtidos ap6s a aplicacdo das baterias
cognitivas nos momentos TO e T90. Observa-se uma melhora significativa no
desempenho dos sujeitos no MEEM em 28% (TO: 17:4 + 1:03 acertos e T90: 22:3 +
0:82 acertos, p < 0.0001), confirmando o impacto positivo da suplementacéao do leite
fermentado com kefir no desempenho cognitivo global (Figura 10 (a). Um impacto
semelhante foi observado na memdria (Figura 10 (b), painel esquerdo) através do
teste de memodria imediata (~ 66%, p < 0.05) e do teste de memodria tardia (~ 62%, p
< 0.05) entre TO e T9O0.

No centro da figura 10 (b), demonstra-se importante beneficio nas habilidades
visuo-espaciais e na capacidade de abstracao utilizando-se o Teste de Similaridade
(aumento de ~ 2 vezes, p < 0.05) e o Teste da Prancha do Roubo de Biscoitos
(aumento de ~ 2 vezes, p < 0.05). Com relacao as fungdes executivas e de linguagem
(Figura 10 (b), painel direito), também observa-se um incremento significativo no Teste
de Boston (~ 30%, p < 0.05) e no teste de fluéncia verbal (~ 25%, p < 0.05).

Por fim, confirma-se uma melhora significativa nas habilidades construtivas,
evidenciadas pela melhora no teste de relogio (TO: 9:0 £ 2:4 acertos e T90: 13:2 + 2:3
acertos, p < 0.05), e na atengéo testemunhada pelos resultados extraidos do Trail
Making Test (40%, p < 0.05).
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Figura 10: Série de painéis demonstrando os resultados da bateria cognitiva antes e apés o
tratamento utilizando kefir. (a) Estado cognitivo global (através da aplicagdo do MEEM, comparando
o efeito do tratamento com os valores previamente observados. (b) Anélise de meméria (imediata e
tardia, a esquerda), habilidades visuo-espaciais e de abstracdo (através da aplicacdo do Teste de
Similaridades e da Prancha do Roubo de Biscoitos, ao centro) e das fungfes executivas e de linguagem
(através da aplicacdo do Teste de Nomenclatura de Boston e da Fluéncia Verbal, a direita). (c)
Habilidades construtivas e de atengdo, com a demonstragdo dos desenhos tipicos apresentados pelos
pacientes durante a andlise. Os resultados foram expressados em média + SEM (n = 13). *p < 0.05 em

comparacao a TO0.

4.3 Avaliacdo de citocinas inflamatorias

A Figura 11 revela a quantificacdo das citocinas envolvidas na patogénese de
doencas neurodegenerativas. Os niveis de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-8 e
IL12p70) foram mais baixos em T90 do que em TO (diminuicdo de 1,5 vezes,
respectivamente). No entanto, outras citocinas pro-inflamatorias (como IL-1b e IL-6)
ou anti-inflamatdria (IL-10) ndo apresentaram diferenca entre T90 e TO. Curiosamente,
analisando a proporgao entre as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias (Figura
11 (g)), verifica-se que a suplementacdo com simbidticos foi capaz de reduzir os
indices IL-8/IL-10 e IL-12/IL-10 (TO: 2:3 £ 0:2 vs. T90: 1.7 £ 0:1 pg/mL e TO : 0:95 +
0:05 vs. T90: 0:72 + 0:08 pg/mL, respectivamente, p < 0:05).

22
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Figura 11: Niveis de citocinas medidos por Cytometric Bead Array (CBA) utilizando o protocolo
realizado por analise de citometria de fluxo. Os valores de concentracdo de TNF-a (a), IL-1b (b),
IL-6 (c), IL-8 (d), IL-12p70 (e), IL-10 (f) e o indice da raz&o entre os marcadores pro inflamatorios e os
marcadores anti-inflamatérios (g)foram medidos antes e ap6s a suplementacdo simbitética. Os
resultados foram expressados em + SEM (n = 13). xp < 0.05 em comparacao a TO0.

4.4 Biomarcadores de estresse oxidativo



A determinacao do estado de estresse oxidativo foi definida através de técnicas
de citometria de fluxo por meio da analise de fluorescéncia de DHE, DCF, HPF e DAF.
A Figura 10 demonstra a producdo de ROS sistémica medida antes e apos o
tratamento com kefir. Observa-se uma reducéo significativa nos niveis séricos de
- 02-, H202 e ONOO- / OH- (Figura 12 (a)) com um aumento simultaneo nos niveis
de NO (Figura 12 (b)). O grafico de barras na Figura 12 (c) representa os valores
médios de -O2- (TO: 5953 + 999 vs. T90: 3622 + 707, a.u.), H202 (T0: 4580 + 611 vs.
T90: 3202 + 286, a.u.), ONOO-/-OH- (T0: 1161 £ 70 vs. T90: 874 £ 34, a.u.), and NO
(TO: 3493 + 304 vs. T90: 1799 + 158) entre TO e T90.
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Figura 12: Niveis de anion supero6xido, peroxide de hidrogénio, peroxinitrito/radical hidroxila e
o6xido nitrico (DHE, DCF, HPF e DAF, respectivamente). Os valores da producao de ROS foram
definidos antes e apés 90 dias da suplementacédo simbidtica. Nota-se uma marcada recuperacao do
balan¢co de ROS apds o tratamento. Os resultados foram expressados em média + SEM (n = 13). *p <
0:05 em comparagéo a TO.

4.5. Ensaio de apoptose



A citometria de fluxo foi utilizada, também, para determinar o efeito
antiapoptotico do kefir através da quantificacao de células positivas para a anexina V.
A fosfatidilserina (PS) é externalizada e disponivel para deteccdo pela anexina V
guando as células sofrem apoptose. Apos o tratamento com kefir, a porcentagem de
células positivas para a anexina V diminuiu em T90 (6:86 + 1:91%)) em comparacao
com TO (12:88 £ 1:91%) (Figura 13). Consequentemente, a maioria das células era
negativa para a anexina V, indicando o impacto protetor do kefir sobre a viabilidade
celular.

A proporcao de células viaveis/apoptoticas (relacdo V / A) foi de 2,05, e a

relacdo V/A média aumentou de 6,53 no TO para 13,39 no T90.
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Figura 13: Marcada reducédo no indice de apoptose celular, demonstrado pelo teste da Anexina

V. O resultado foi expresso em média + SEM (n = 13). *p = 0.0002 em comparacédo a TO.



5. DISCUSSAO

Em 1908, um zodlogo russo chamado Metchnikoff popularizou pela primeira
vez 0 consumo de probidticos na forma de iogurte como um "alimento saudavel”
(Metchnikoff, 1908; Tauber, 2003; Morris, 2018). No entanto, apenas 100 anos depois,
foi reconhecido que os probioticos podem influenciar a fungdo do sistema nervoso
central por meio da modulagdo do eixo microbiota-intestino-cérebro (Akbari et al.,
2016; Sampson & Mazmanian, 2015). No entanto, investigacdes clinicas analisando
0 uso de probidticos em pacientes idosos com deméncia ainda sdo escassas na
literatura médica (Kowalski & Mulak, 2019). Apesar da suceptibilidade de pacientes
com DA a mudltiplas complicacdes relacionadas ao desempenho cognitivo, as
estratégias terapéuticas eficazes na reducéo da velocidade de progressdo da doenca
ainda séo escassas.

Os resultados obtidos com a suplementacdo de leite fermentado por kefir
durante o periodo de 90 dias demonstraram uma significativa melhora em todos os
testes cognitivos aplicados avaliando diferentes dominios cognitivos (memaria, funcéo
visual-espacial e habilidades de abstracdo, funcbes executivas e de linguagem,
habilidades construtivas e fungao atenciosa), corroborando os resultados descritos por
Akbari e colaboradores (2016) que também observaram que o uso de probiético
(contendo Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum e
Lactobacillus fermentum) por 12 semanas foi capaz de melhorar a fungdo cognitiva.
Mais recentemente, Kobayashi colaboradores (2019) relataram que a suplementacéo
oral durante 24 semanas com Bifidobacterium breve A1 melhorou a fung¢édo cognitiva
em pacientes com DA.

Sugere-se que a suplementacdo com kefir também é capaz de alterar a
microbiota intestinal, contribuindo com o processo de neuromodulacédo mediada pela
sintese neuroativa e neuroenddcrina (envolvendo, por exemplo, acetilcolina,
dopamina, serotonina, noradrenalina, adrenalina, glutamato, &cido gama-
aminobutirico e fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF)) e pela expressao
central de seus receptores (Kowalski & Mulak, 2019; Akbari et al., 2016; Cryan &
Dinan, 2012; Hemarajata & Versalovic, 2012; Agusti et al., 2018; Martin et al., 2018;
Baj et al., 2019). Tal hip6tese baseia-se, parcialmente, em descobertas recentes
relacionadas a analise microbidtica de pacientes com DA submetidos a
suplementacdo probidtica com importante modificacdo da composicao intestinal e

alteracdo dos niveis séricos de triptofano, um precursor de aminoacidos na



biossintese de serotonina e melatonina (Leblhuber et al., 2018). Além disso,
evidéncias experimentais apoiam essa ideia, demonstrando um nivel reduzido de
receptores séricos de serotonina, BDNF e NMDA em camundongos livres de germes
em comparacdo com camundongos convencionais (Sudo et al., 2004; Wikoff et al.,
2009) e sugerindo que a suplementacao probibtica com Lactobacilli pode aumentar a
disponibilidade de GABA a partir do glutamato (Higuchi et al., 1997)

Mais recentemente, outros estudos com modelos animais demonstraram que a
microbiota intestinal € um potente influenciador do BDNF nas areas corticais e do
hipocampo, além de ser capaz de aumentar o turnover estriatal de monoamina e
modular a expressao do receptor de serotonina 1A (Martin et al., 2018; Neufeldet al.,
2011). Acredita-se, portanto, que a influéncia da modulacdo microbidética na definicéo
do estado inflamatorio e no estresse oxidativo pode apresentar efeito neuroprotetor.

Adicionalmente, sabe-se que 0 processo de neuroinflamacéo representa um
papel relevante na patogénese da DA evidenciando por diversos estudos clinicos e
experimentais (Jayasena et al.,, 2015; Bostanciklioglu, 2019; Doecker et al., 2012;
Baylis et al., 2013; Buroff et al., 2017; Alasmari et al., 2018; Franceschi et al., 2018).
Diversos autores demonstram associacfes positivas entre as citocinas pro-
inflamatérias (por exemplo, IL-1, IL-6, TNF-a, IL-8 e IL-12) e a progressdo da DA
(Alasmari et al., 2018; Zheng et al., 2016).

Além disso, investigacbes recentes relataram que essas citocinas
neuroinflamatérias podem comprometer a depuracdo de AR, levando ao acumulo
dessa proteina no cérebro (Zuroff et al., 2017; Alasmatri et al., 2018; Patel et al., 2005;
Leung et al., 2013; Kinney et al., 2018). Desta forma, o balango entre as citocinas tem
sido um importante alvo de pesquisa com o objetivo de compreender a fisiopatologia
da DA e identificar novos alvos terapéuticos em potencial. Ao mesmo tempo, dados
emergentes demonstraram que uso uso de probidticos pode contribuir com a
modulacdo de agentes com propriedades imunomodulatérias (Pereira et al., 2016;
Martin et al., 2018; Zarrati et al., 2014). Além disso, estudos relevantes demonstraram
uma reducdo nos indices das citocinas pré-inflamatorias apds a suplementacéo
probiotica em diferentes grupos clinicos (Musa et al.,, 2017; Sanaie et al., 2014;
Angurana et al., 2018).

Outrossim, a andlise dos niveis de biomarcadores séricos de estresse oxidativo
pode ser uma abordagem interessante em individuos com doencas
neurodegenerativas (Migliore et al., 2005; Gibson & Huand, 2005; Marcoraukis et al.,
2018; Chang et al., 2014; Pefia-Bautista et al., 2019) no sentido de avaliar o impacto



de novas estratégias terapéuticas em pacientes com DA. Existe uma forte correlacéo
entre a adocao de dietas ricas em antioxidantes como uma estratégia neuroprotetora
simples (Naoi et al., 2019; Williams et al., 2019; Oliver & Reddy, 2019) incluindo o uso
de probidticos (Musa et al., 2017; Akbari et al., 2016).

Neste estudo, comprovou-se, por meio da avaliacéo do estresse oxidativo, que
o kefir apresenta efeitos antioxidantes significativos com impacto favoravel na
melhoria cognitiva em pacientes com DA. Sabe-se que indices excessivos de ROS
estdo envolvidos como causa e consequéncia do estado pro-inflamacéo, contribuindo
direta e indiretamente para a patogénese da DA (Oliver & Reddy, 2019; Benzi &
Moretti, 1995; Pratico, 2008; Su & Wand, 2008; Shefa et al., 2019). Mais
especificamente, devido a sua eletronegatividade e reatividade, *O2-, H202 e
ONOO-/sOH- podem oxidar lipidios, acidos nucléicos e proteinas levando a
destruicdo mitocondrial, neuroexcitotoxicidade (influxo excessivo de Ca?* e formacéo
de agregados de substancias toxicas e proteinas) e estimulacdo astrocitaria no
desenvolvimento da resposta inflamatoria (Pereira et al., 2016; Porto et al., 2015;
Sochocka et al., 2017). Por outro lado, o NO (pelas isoformas eNOS ou nNOS)
apresenta importantes propriedades neuroprotetoras como antioxidante (atuando
como eliminador de - 0O2-), vasodilatador (aumento do suprimento sanguineo cerebral
para neurdnios), inibidor de receptores NMDA nas sinapses glutamatérgicas
(impedindo a neuroexcitotoxicidade) e evitando a deposicao de Ap (Balez & Ooi, 2016;
Manukhina et al., 2008; Paul & Ekambaram, 2011; Yuan et al., 2019).

Este estudo demonstra que a suplementagédo com kefir foi capaz de reduzir a
biodisponibilidade sérica de ROS e aumentar o nivel de NO, levando a atenuacgédo da
oxidacdo das proteinas plasmaticas em pacientes com DA (Figura 14). Esses dados
podem ser apoiados por experimentos de Musa e colaboradores (2017) que revelaram
um aumento na atividade de enzimas antioxidantes (SOD, GSH e GPx) no tecido
cerebral de camundongos tratados com Lactobacillus.
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Figura 14: Esquema simplificado demonstrando os principais efeitos ap6s 90 dias de suplementacao

com kefir em pacientes com doenca de Alzheimer.

Este estudo teve algumas limitacbes metodologicas potenciais. Primeiro,
devido as dificuldades em obter amostras fecais frescas, tivemos problemas com a
analise da microbiota fecal antes e apds a suplementacdo de kefir em nossos
pacientes com DA. Segundo, nosso estudo foi realizado sem os participantes do
controle usando outro tipo de leite fermentado. Terceiro, o tamanho da amostra era
pequeno, mas justificado pela idade dos pacientes, e era acompanhado por critérios

de exclusdo severos. Quarto, a andlise cognitiva foi realizada pela prépria autora.
Além disso, o impacto do viés do efeito de aprendizagem foi minimizado por meio de
procedimentos aleatdrios aplicados nos testes cognitivos no presente estudo. Por fim,
mas ndo menos importante, poderiamos ter enriquecido os dados que exploram
biomarcadores de imagem (por exemplo, ressonancia magnética e PET) ou
biomarcadores especificos (por exemplo, fator neurotréfico derivado do cérebro,
butirilcolinesterase neuronal e apolipoproteina Al) que estenderiam 0S possiveis
efeitos benéficos induzida pela administracdo cronica de kefir nesses pacientes com



DA. Apesar dessas limitacdes, a novidade de nosso estudo € demonstrar os efeitos
benéficos da suplementacao crénica de kefir sobre a fung¢édo cognitiva em idosos com
DA.

Na presente tese de doutorado, contemplada com o suporte financeiro do Apoio
a Grupos de Exceléncia (PRONEXx, Termo de Outorga 569/2018) através do Edital
24/2018 da Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacao do Espirito Santo (Fapes) e
Conselho Nacional de Ciéncia e Tecnologia (CNPqQ), objetivamos aplicar ferramentas
para testar as hipéteses levantadas durante o desenho do projeto, com o foco na
analise da interacdo entre a microbiota intestinal e o desenvolvimento de doencas
cronicas complexas.

Justifica-se a investigacao pela constatacdo de que os mecanismos através dos
guais o estado de deméncia clinica que acomete os individuos portadores da doenca
de Alzheimer ainda ndo estdo bem definidos. Além disto, os altos indices de
prevaléncia da patologia secundéarios ao aumento da sobrevida individual global, os
processos de degeneracdo associados a longevidade e a vasta lacuna na definicao
terapéutica dessa doenca evidenciada pela escassez de instrumentos farmacologicos
aprovados e aplicaveis clinicamente que tornam imperativa a necessidade de aplicar
esforcos no desenvolvimento de ferramentas eficazes na prevencao e no tratamento
da DA.

Os dados foram coletados de uma amostra de conveniéncia, inicialmente
composta de 34 pacientes previamente diagnosticados com deméncia clinica,
caracterizada pela deterioracao cognitiva progressiva em dois dominios com impacto
funcional, submetidos a suplementacao simbidtica com leite fermentado com kefir por
90 dias consecutivos. A média etaria dos sujeitos elencados é de 80 anos com

maioria feminina, conforme tendéncia mundial relacionada a propria doenca.



6. CONCLUSAO

No presente estudo, observou-se que a suplementacdo alimentar com o
simbidtico kefir por 90 dias consecutivos foi capaz de trazer melhorias substanciais
(28%) na funcédo cognitiva global detectada através da aplicagdo do mini-exame do
estado mental. Na andlise das funcbes de memoéria imediata e tardia apds a
suplementacdo com leite fermentado com kefir, observou-se expressiva recuperacéo
cognitiva, conforme os dados apresentados, com melhora em aproximadamente 60%
do desempenho apresentado em relacdo ao momento zero. De modo similar,
observou-se uma melhora significante nas func¢des envolvendo as habilidades

construtivas.

Conforme observa-se no artigo resultante desta pesquisa, publicado na
Oxidative Medicine and Cellular Longevity com honrosa mencéo de leitura por parte
da revista Nature, os resultados obtidos sdo amplamente impactantes no meio
cientifico. No que tange a avaliacdo citométrica, observa-se que os individuos
demonstraram, antes da suplementacao, altos niveis de inflamacdo revelados por
meio da quantificacdo de citocinas inflamatorias e marcado estado de estresse
oxidativo, conforme demonstrado pela dosagem das ROS. Constatou-se, todavia, que
a intervencao clinica proposta foi capaz de reduzir, significativamente, tais indicadores
com consequente aumento da viabilidade celular com reduc¢éo do indice de apoptose

celular.

Conclui-se, portanto, que o desequilibrio na liberacdo/neutralizacdo de ROS, a
hiperatividade imune e o processo inflamatério sistémico s&do importantes
biomarcadores da deterioragcdo neurolégica na DA. Ademais, o0 uso do leite
fermentado com kefir apresenta importante acdo benéfica nestes doentes, por suas

propriedades anti-oxidativas e anti-inflamatarias.

Tais achados levantam novos caminhos a serem percorridos em estudos
subsequentes e ensaios clinicos mais abrangentes que possam contar, inclusive, com
um grupo controle. O impacto do sucesso desta e outras pesquisas similares dar-se-
a4 ndo apenas no campo cientifico, mas, também, como uma significativa mudancga
social, no que tange as mudancas estruturais familiares em resposta a dramaticidade
do quadro clinico do doente com DA e seu nivel de dependéncia funcional, e em

ambito de saulde publica, na medida em que levaria a redugdo de custos com



institucionalizacdo e hospitalizacdo e na mitigacdo do prejuizo da capacidade

laborativa por parte do cuidador responsavel.
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8.2. Anexo B — Escala de depressao de Hamilton

0 N&o me sinto triste 7 . . .
0 N&o me sinto decepcionado comigo mesmo
1 Eu me sinto triste . .
1 Estou decepcionado comigo mesmo
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disto . _
2 Estou enojado de mim
3 Estou to triste ou infeliz que ndo consigo A '
Eu me odeio
suportar 39
0 N&o estou especialmente desanimado quanto | 8 . .
0 N&o me sinto de qualquer modo pior que 0s outros
ao futuro
. _ 1 Sou critico em relagio a mim por minhas fraquezas
1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro
OuU erros
2 Acho que nada tenho a esperar .
2 Eu me culpo sempre por minhas falhas
3 Acho o futuro sem esperancas e tenho a
. 3 ) ) 3 Eu me culpo por tudo de mal que acontece
impressao de que as coisas ndo podem melhorar
0 Né&o me sinto um fracasso 9
1 Acho que fracassei mais do que uma pessoa 0 Nao tenho quaisquer idéias de me matar
comum L ; _
1 Tenho idéias de me matar, mas ndo as executaria
2 Quando olho pra trés, na minha vida, tudo o _
2 Gostaria de me matar
que posso ver é um monte de fracassos
3 Eu me mataria se tivesse oportunidade
3 Acho que, como pessoa, sou um completo
fracasso
10 | 0 Nao choro mais que o habitual
0 Tenho tanto prazer em tudo como antes
. . . 1 Choro mais agora do que costumava
1 Na&o sinto mais prazer nas coisas como antes
. 2 Agora, choro o tempo todo
2 N&o encontro um prazer real em mais nada
o . 3 Costumava ser capaz de chorar, mas agora ndo
3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo _ .
CONSigo, mesmo que o queria
11 | 0 Na&o sou mais irritado agora do que j& fui
0 Nao me sinto especiaimente culpado 1 Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que
1 Eu me sinto culpado grande parte do tempo costumava
2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo 2 Agora, eu me sinto irritado 0 tempo todo
3 Eu me sinto sempre culpado 3 N&o me irrito mais com coisas que costumavam me
irritar




6 12 | 0 Nao perdi o interesse pelas outras pessoas
0 Nao acho que esteja sendo punido 1 Estou menos interessado pelas outras pessoas do
1 Acho que posso ser punido que costumava estar
2 Creio que vou ser punido 2 Perdi a maior parte do meu interesse pelas outras
3 Acho que estou sendo punido pessoas
3 Perdi todo o interesse pelas outras pessoas
13 | 0 Tomo decisdes tao bem quanto antes 18
1 Adio as tomadas de decisdes mais do que 0 O meu apetite ndo esta pior do que o habitual
costumava . .
1 Meu apetite ndo é tdo bom como costumava ser
2 Tenho mais dificuldades de tomar decisées do 38 oo
« wleu apetite é muito pior agora
que antes
. . 3 Absolutamente néo tenho mais apetite
3 Absolutamente n&o consigo mais tomar
decisdes
14 | 0 Nao acho que de qualquer modo parego piordo | 19 | O Néo tenho perdido muito peso se é que perdi algum
que antes recentemente
1 Estou preocupado em estar parecendo velho 1 Perdi mais do que 2 quilos € meio
ou sem atrativo 2 Perdi mais do que 5 quilos
2 Acho que ha mudangas permanentes na minha 3 Perdi mais do que 7 quilos
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo .
Estou tentando perder peso de proposito, comendo
3 Acredito que parego feio menos: Sim Nzo
15 20 | 0 Nao estou mais preocupado com a minha satde do
0 Posso trabalhar tao bem quanto antes que o habitual
1 E preciso algum esforgo extra para fazer 1 Estou preocupado com problemas fisicos, tais como
alguma coisa dores, indisposi¢do do estdmago ou constipagdo
2 Tenho que me esforgar muito para fazer 2 Estou muito preocupado com problemas fisicos e é
alguma coisa dificil pensar em outra coisa
3 Nao consigo mais fazer qualquer trabalho 3 Estou tdo preocupado com meus problemas fisicos
que nao consigo pensar em qualquer outra coisa
16 21 | 0 Nao notei qualquer mudanga recente no meu

0 Consigo dormir tdo bem como o habitual
1 N&o durmo tdo bem como costumava

2 Acordo 1 a 2 horas mais cedo do que

habitualmente e acho dificil voltar a dormir

interesse por sexo

1 Estou menos interessado por sexo do que

costumava

2 Estou muito menos interessado por sexo agora




3 Acordo varias horas mais cedo do que

costumava e néo consigo voltar a dormir

3 Perdi completamente o interesse por sexo

17

0 Na&o fico mais cansado do que o habitual

1 Fico cansado mais facilmente do que

costumava
2 Fico cansado em fazer qualquer coisa

3 Estou cansado demais para fazer qualquer

coisa




