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RESUMO

QUEIROZ, SARHA ANDRADE LOBO, M. Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de
2023. Efeitos do probidtico no processo cognitivo, oxidativo e inflamatério na
Doenca de Alzheimer. Orientador: Elisardo Corral Vasquez.

A Doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada pela perda cognitiva progressiva com
prejuizo funcional e, atualmente, determina a maior percentagem nas causas de o6bito e
invalidez no mundo. Na esperanga de encontrar novos alvos terapéuticos que retardem
a progressdo da DA, pesquisas recentes apontam a importancia do eixo-intestino-
cérebro na génese das manifestacdes patologicas e sintomatologicas da DA. Neste
contexto, a disbiose intestinal pode ser responsavel por ativar citocinas pré-inflamatorias,
aumentar a permeabilidade intestinal e favorecer o estresse oxidativo e a cascata de
neuroinflamacéo que precedem a morte neuronal e perda sinaptica. Este estudo ndo
controlado avaliou os efeitos do consumo de uma formulacéo probi6tica (PF) consistindo
em Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175 em individuos com
diagndstico de DA durante 60 dias sob desfechos cognitivos, psiquiatricos, inflamataérios,
endocrinos e estresse oxidativo através de questionarios validados e dosagem de
biomarcadores séricos. Foi observado uma melhora significativa em dominios cognitivos
como memoria, fungbes visuo-espaciais, capacidade de abstracdo, de atencédo, de
linguagem, habilidades construtiva e executiva. Além disso, apos intervencdo houve
reducdo expressiva na gravidade dos sintomas neuropsiquiatricos para o paciente e
guanto ao desgaste do cuidador, tais como apetite, apatia, agitacdo, ansiedade, delirio,
distarbios motores e comportamento noturno. A andlise dos niveis de produtos proteicos
oxidativos avancados demonstrou também diminuicdo significativa. Dessa forma, é
possivel concluir que a suplementacéo probidtico de Lactobacillus helveticus R0052 e
Bifidobacterium longum RO0175 reduziu estresse oxidativo e melhorou aspectos
cognitivos e sintomas neuropsiquiatricos, destacando-se como alvo terapéutico adjunto
na DA.

Palavras-chave: Probidtico, Eixo cérebro-intestino, Disbiose, Doenca de Alzheimer,
Estresse oxidativo, Cognicado, Psiquiatria Geriatrica.
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ABSTRACT

QUEIROZ, SARHA ANDRADE LOBO, M. Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro
de 2023. Effects of probiotics on cognitive, oxidative and inflammatory processes
in Alzheimer's disease. Advisor: Elisardo Corral Vasquez.

Alzheimer's disease (AD) is characterized by progressive cognitive loss with functional
impairment, and currently determines the largest percentage in the causes of death and
disability in the world. In the hope of finding new therapeutic targets that slow the
progression of AD, recent research points to the importance of the brain-intestine axis
in the genesis of the pathological and symptomatologic manifestations of AD. In this
context, gut dysbiosis may be responsible for activating pro-inflammatory cytokines,
increasing gut permeability, and favoring the oxidative stress and neuroinflammation
cascade that precede neuronal death and synaptic loss. This uncontrolled study
evaluated the effects of consuming a probiotic formulation (FP) consisting of
Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum RO175 in individuals
diagnosed with AD for 60 days on cognitive, psychiatric, inflammatory, endocrine, and
oxidative stress outcomes through validated questionnaires and serum biomarker
dosing. A significant improvement was observed in cognitive domains such as memory,
visuospatial functions, abstraction, attention, language, constructive and executive
skills. In addition, after the intervention there was a significant reduction in the severity
of neuropsychiatric symptoms for the patient and for caregiver attrition, such as appetite,
apathy, agitation, anxiety, delirium, motor disturbances, and nocturnal behavior.
Analysis of the levels of advanced oxidative protein products also showed a significant
decrease. Thus, it can be concluded that probiotic supplementation of Lactobacillus
helveticus R0052 and Bifidobacterium longum RO0175 reduced oxidative stress and
improved cognitive aspects and neuropsychiatric symptoms, standing out as an adjunct
therapeutic target in AD.

Keywords: Probiotic, Gut-Brain Axis, Dysbiosis, Alzheimer's Disease, Oxidative Stress,
Cognition, Geriatric Psychiatry
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1. INTRODUCAO

1.1. Breve histérico

No inicio do século passado, o pesquisador Santiago Ramon y Cajal, gracas
as suas habilidades no manuseio de um microscopio rudimentar, extraordinario
desenhista e um amante da ciéncia, nos proporcionou a descoberta de que o
encéfalo ndo era apenas uma massa amorfa, mas sim uma enorme diversidade de
estruturas e agrupamentos de células individualizadas e de incrivel variedade nos
seus prolongamentos (Torres-Ferndndez, 2006). Por isto, o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina laureou em 1906 este fisiologista espanhol que identificou
uma dessas estruturas cerebrais, ficando marcado na historia e no reconhecimento

dos avancos que proporcionou ao estudo de neurociéncias (Amaral | et al., 2016).

Aqueles avancos inéditos foram posteriormente magnificados pela obra
cientifica do seu colega, o neurofisiologista britdnico Charles Scott Sherrington, o
qual também recebeu o prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 1934 pela
concepcao das sinapses como meio de comunicacdo entre as ceélulas nervosas
(Moss C. & Hunter S., 2018).

Embora esses génios tenham aberto e iluminado importantes avenidas de
como o Sistema Nervoso Central controla os 6rgdos e sistemas do nosso
organismo, o cérebro ainda é visto atualmente como uma caixa-preta ndo
completamente decifrada (Sulek K., 1968). Este cenario ficou ainda mais atrativo
para 0s neurocientistas a partir das descobertas posteriores que mostraram que
varios distarbios centrais e periféricos eram decorrentes de alteracbes na
maquinaria quimica nuclear, mudancas anormais nos compartimentos
citoplasmaticos e nos diferentes tipos de comunica¢des sinapticas (De Carlos J. &
Borrell J., 2007). Estas anormalidades cerebrais sdo ha sua maioria irreversiveis e,
por isso, cunhadas como doencas neurodegenerativas; sendo a Doenca de

Alzheimer a mais prevalente entre elas.

Em 1907, o psiquiatra e neurologista alemao “Aldis” Alzheimer se debrugava
nos livros para tentar elucidar o que estaria por tras dos sintomas de uma mulher de
51 anos, chamada de Auguste Deter. Um caso intrigante e desafiador cursava com
perda de memaria progressiva, déficits cognitivos, alteracfes de sensopercepcao,

como alucinagdes auditivas e visuais, bem como delirio de ciimes dirigido ao marido
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(Hippius et al., 2003). E foi em 1910, que Emil Kraepelin fundador da psiquiatria
moderna, convencido de estarem diante de uma nova patologia cunhou o termo
Doenca de Alzheimer na oitava edicdo do Tratado de Psiquiatria, um movimento
nascido para reafirmar a importancia dos mecanismos biolégicos na génese de

distarbios psiquicos (Pantel J., 2017).

Sem duvidas, a descoberta de Ramon y Cajal impactou na possibilidade de
Alois Alzheimer descrever com riqueza de detalhes os emaranhados neurofibrilares
e placas neuriticas através de técnicas de coloragdo histoldgica em prata, que se
tornariam em seguida os marcadores cardinais da DA (Bondi et al, 2017). No
entanto, o desenvolvimento de pesquisas cientificas para prevencao, diagnostico e
tratamento farmacolégico da DA foi empenhado somente apds seis décadas de sua
primeira descricdo. Originalmente conhecida como uma forma rara de deméncia
pré-senil, a evolugdo das técnicas genéticas e de biomarcadores possibilitou o
florescimento global da pesquisa sobre DA, coincidindo com uma mudanca também
no paradigma biomédico sobre o ageismo e a necessidade imperante de
intervengdes clinicas que possibilitassem retardar a progressao dessa enfermidade,
0 gque se encontra em consonancia com este projeto de Dissertacao (Bondi et al,
2017; Pantel J., 2017; Ggril Rolfseng et al., 2018).

1.2 Estado da arte atual

A transicdo demografico-epidemioldgica se baseia ha complexa dinamica do
processo saude-doenca na sociedade mundial, envolvendo fatores histérico-
culturais como urbanizacdo, acesso a equipamentos em saude, industrializacéo,
escolaridade e politicas publicas econdmicas e sanitarias (Manton, 1988; Ayis S et
al., 2003). Tal processo resultou em uma significativa diminuicdo das taxas de
fecundidade, natalidade e aumento progressivo na expectativa de vida além do
aumento da proporc¢ao de idosos em relagdo aos demais grupos etarios (Zuckerman
et al., 2014; Kirk D., 1996; Szreter S., 2002). Paralelamente, o que se observa € a
reducdo de doencas infecto parasitarias e o0 aumento de doencas
neurodegenerativas (Gage, 2005; Christensen K et al., 2009).

Dentre as doengas neurodegenerativas, a doencga de Alzheimer é a de maior
importancia, pois corresponde a 60% dos quadros demenciais, sendo a etiologia

mais prevalente em todo o mundo (Trevisan et al., 2019). Como demonstrado na
16



Figura 1, as mortes por doencas cardiovasculares, tabagismo e virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) cairam nos ultimos anos e em relacdo a maior causa
de cancer em mulheres (mama) e em homens (prostata) houve um aumento de 1,1
e 1,8 respectivamente (CDC WONDER, 2019). Ja para a Doenca de Alzheimer, o
que se nota é um aumento expressivo em torno de 145%. Apesar da pandemia do
coravirus responsavel por milhdes de mortes pelo mundo, a Doenca de Alzheimer
permaneceu no ranking como quinta principal causa de morte em individuos com
mais de 65 anos 2020 e 2021 nos Estados Unidos da América (Tejada-Vera B.,
2013).
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Figura 1: Padrédo percentual entre causas de morte nos anos de 2000 a 2019 em
todas as faixas etarias nos EUA (Alzheimer’s Disease Facts and Figures, 2022).

Com o envelhecimento da populacéo, fruto com aumento da expectativa de
vida, a incidéncia da Doencga de Alzheimer traz dados alarmantes de saude publica.
Estima-se que em 2030 o numero de pessoas diagnosticadas com Deméncia possa
chegar a 66 milhdes e as projecbes para 2050 demonstram um numero de 131
milhdes (Prince M. et al.,, 2015), como ilustrado na Figura 2. O que esta em
consonancia com os dados de Chene et al. (2015), que demonstrou um risco de
desenvolver DA ao longo da vida de 11,6% para homens e 21,1% para mulheres a

partir dos 65 anos de idade.
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Figura 2: Projecdes da prevaléncia de Deméncia no mundo expressa em milhdes
de pessoas.

Para diagndstico de DA é imprescindivel a presenca de comprometimento
progressivo em pelo menos dois dominios cerebrais néo justificados por lesdes
estruturais, isquémicas, emocionais ou metabdlicas e que esta alteracdo produza
disfuncionalidade. Talmelli et al (2009) concluiu que a capacidade funcional dos
idosos com DA e o nivel de dependéncia estdo diretamente relacionados ao estagio
da deméncia. Tais dados colocam a DA em lugar de destaque no que se refere ao
desenvolvimento de politicas para aumento de sobrevida e melhora da qualidade de
vida desses individuos (Hurd MD et al, 2013; Cheng ST et al., 2016).

Os custos relacionados ao tratamento e aos cuidados de saude para
individuos com Alzheimer séo consideravelmente substanciais e a deméncia € uma
das condicbes mais caras para a sociedade. Segundo Wimo et al (2016), os custos
mundiais da deméncia foram estimados em US $818 bilhdes em 2015, o que
representa um aumento de 35% desde 2010. Além disso, as tendéncias anuais
globais calculadas no estudo através do produto de nameros crescentes (1,033) e
custos per capta crescentes (1,031) equivalem a 6,5%, o que reflete que os custos
estimados em 2030 ficardo em torno de US $2 trilhdes de dolares (Ferretti C et al,
2018).

Dados mais recentes mostram que em 2022 o valor total investido para
cuidados em saude desde paliativos a cuidados hospitalares terciarios para pessoas
com 65 anos ou mais com deméncia esta em US $ 321 bilhdes (2022 Alzheimer's
disease facts and figures). Valores destinados a esta enfermidade denotam nao
somente a carga econémica, mas o0 maior risco incalculavel se destina ao sofrimento
emocional e resultados negativos de saude mental e fisica dos cuidadores

familiares, que magnificaram com a pandemia do coronavirus. Em 2021, familiares
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e cuidados ndo remunerados prestaram aproximadamente 16 milhdes de horas
exclusivamente destinadas ao cuidado de individuos acometidos pela deméncia
(Veras et al., 2007; Bynum J, 2009).

1.3 A Doencga de Alzheimer para além de alteragcfes cognitivas

O emblematico caso de Auguste Deter descrito no artigo intitulado “On an
Unusual Malady of the Cerebral Cortex” descrevia as manifestacdes
neuroanatdmicas, cognitivas, mas sobretudo enfatizava sua natureza psiquica, tais
como: ciume patoldgico, delirio persecutorio, alucinacdes auditivas intermitentes e

episédios de agitacdo psicomotora (Benjamin et al., 2018).

Atualmente, os conhecidos como sintomas comportamentais e psicoldgicos da
deméncia (SCPD) ocorrem em cerca de 80 a 90% dos pacientes durante o curso da
deméncia e variam de acordo com a gravidade e o subtipo da doenca, afetando
regides especificas do cérebro (Bremenkamp et al., 2014). Estdo entre eles:
agitacdo, apatia, depressdo, ansiedade, psicose (alucinacbes ou delirios),
agressividade, distarbios do sono ou de apetite além de uma variedade de
comportamentos inapropriados, tais como: euforia, desinibigéo, irritabilidade ou

comportamento motor aberrante (Kales et al., 2015).

Os sintomas neuropsiquiatricos interferem significativamente na autonomia do
paciente, ocasionando alta carga fisica, financeira e emocional ao nucleo familiar, e
posteriormente resultando em institucionalizacéo precoce (Gerlach L. et al., 2017).
A necessidade de atencdo integral, na maioria das vezes por um Unico cuidador,
determina 0 aumento do desgaste, por este abdicar de seu proprio cuidado e tempo
de lazer em prol das exigéncias de atencdo ao idoso (Bremenkamp et al., 2014;
Kelley AS et al., 2015). E importante destacar que estudos crescentes indicam que
0s quadros psiquiatricos predizem maior risco de deméncia (Scarmeas et al.,
2007;Killin et al., 2016). A exemplo, o antidepressivo Citalopram possui efeitos
protetores quanto ao processamento anormal da proteina precursora amiloide
(APP), quanto a disfuncdo mitocondrial induzida por beta-amiloide e toxicidades
sinapticas na doenca de Alzheimer (Reddy et al., 2021). Evidéncia corroborada pela
demonstracdo da que este inibidor da recaptacdo de serotonina foi capaz de
interromper o crescimento de placas preexistentes e diminuir o aparecimento de
novas placas em 78%. Em individuos saudaveis, este medicamento reduziu 38%
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nas concentragdes totais de AB no LCR em comparagdo com o grupo placebo
(Sheline et al., 2014).

Também foi observado em literatura que a associacdo de doenca mental e
deméncia foi superior em relacdo a associacdo de doenca fisica e deméncia
(Richmond-Rakerd et al., 2022). Portanto, conhecer a frequéncia e as principais
funcbes cognitivas afetadas, além da sua influéncia no desgaste do cuidador, é
relevante para o melhor manejo do tratamento, visando a melhoria da qualidade de

vida do paciente e de seu nacleo familiar (Gerlach et al., 2017).

1.4 Teoria Classica da Doenca de Alzheimer

A DA é uma doenca progressiva e incuravel que afeta os diversos dominios
cognitivos de um individuo, tais como memdria, funcbes executivas, linguagem,
hébitos comportamentais além de habilidades visuo-espaciais, atencéo, juizo critico
além de alteracbes comportamentais (Larson et al.,, 1992). Os sintomas sao
explicados classicamente pela perda sinaptica progressiva, disfuncao colinérgica e
morte neuronal (Jack CR et al, 2009; Villemagne VL. et al., 2013).
Macroscopicamente observa-se atrofia cortical em regifes cerebrais responsaveis
pelas funcdes cognitivas, principalmente em regides temporal do cortex cerebral,
hipocampo e estriado ventral e preservacdo a priori do cértex motor, sensitivo e

visual (Balestrieri et al., 2020), como exemplificado na Figura 3.

Figura 3. Aspecto macroscopico de um cérebro com Doenga de Alzheimer.
Disponivel em: https://anatpat.unicamp.br/bialzheimer.html
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A teoria classica mais difundida € a hipétese amiloide que sugere que o
acumulo do peptideo beta amiloide (AB) advém de uma via patologica envolvendo
a acao da beta secretase e posteriormente da gama secretase sobre a proteina
precursora amiloide (Castellani et al., 2019). Consequentemente, o peptideo beta
amiloide se deposita nas placas neuriticas como agregados fibrilares, favorecendo
vias neurotoxicas que geram apoptose destas células. Microscopicamente, nota-se
o material amiloide em espacos extracelulares de neurbnios quando sao

denominados de placas senis ou neuriticas (Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020).

Segundo a hipétese da cascata amiloide, este acumulo de AB desencadeia a
hiperfosforilacdo da proteina tau, que por sua vez agrega-se em filamentos
helicoidais pareados, levando a formacéo dos emaranhados neurofibrilares (Paroni
G. et al., 2019). Fisiologicamente a proteina tau é responsavel por estabilizar a
estrutura dos microttbulos, garantindo a realizacdo de todo transporte intracelular
de neurotransmissores, proteinas e fatores neurotroficos. Quando hiperfosforilada,
a transmissao de substancias para processos vitais neuronais fica comprometida,
com isso ocorre apoptose e perda sinaptica (Liu et al., 2015; Assal, 2019; Barnett,
2019; Knopman et al, 2001).
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Figura 4: (A) Esquema elaborado por Alois Alzheimer em 1911 sobre aspectos
microscoépicos dos emaranhados neurofibrilares. (B) Emaranhados Neurofibrilares
(seta vermelha) e Placas Senis (seta preta) visualizados do cértex temporal de um
paciente com Alzheimer através da coloracdo Bielschowski modificada com
aumento original em 100x (Daniel P. Neuropathology of Alzheimer's disease, 2010).

Apesar do avancgo proporcionado por esta teoria no entendimento da
fisiopatologia da DA, é preciso considerar que ainda existem questdes a serem

respondidas e esta abordagem por si s6 ndo consegue abarcar tamanha
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complexidade desta enfermidade. Ainda hoje ndo € possivel elucidar
especificamente todos os processos moleculares de como a proteina beta amiloide
e proteina tau interagem na inducdo da apoptose neuronal (Caselli RJ, 2017).
Paralelamente, numerosos estudos clinicos com intuito de reduzir a formacéo de
placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares envolvendo medicamentos de alto
custo e de distribuicdo sistematicamente complexos tém falhado em ensaios clinicos
(Ballenger JF, 2010). Portanto, nos ultimos anos, surgiram duvidas importantes que
podem nortear novas abordagens terapéuticas para uma doenga cronica que

representa um importante problema de saude publica (Herrup K., 2015).

1.5Tratamento para Doenca de Alzheimer: até onde a ciéncia avancgou

A identificacdo de biomarcadores para a DA permite a deteccéo precoce da
doenca e pode auxiliar no desenvolvimento de novas terapias garantindo que as
pessoas apropriadas sejam inscritas em ensaios clinicos. Com a descoberta de que
0 Alzheimer pode comecar 20 anos ou mais antes do inicio dos sintomas, uma janela
de tempo substancial foi aberta para intervir na progressao da doenca (Dubois B. et
al, 2016). No futuro, espera-se que mais desta condicdo possa ser entendida,
facilitando a criacéo de terapias mais eficazes que interfiram diretamente no cuidado
desta enfermidade.

Apesar dos esforcos empenhados nos ultimos anos, apenas seis medicacdes
sdo aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) para atuacdao na DA. No
entanto cinco delas ndo promovem alteracdes cerebrais capazes de alterar o curso
da doenca (2022 Fatos e niumeros da Doenca de Alzheimer). No ano de 2022, 143
medicamentos estavam sendo estudados para o cuidado de pacientes com DA e
apenas 21 agentes em fase 3 correspondem a terapia modificadora da doenca,
conforme demonstrado em Figura 1 (Cummings et al. 2022). Ademais, as
expectativas foram frustradas em 152 ensaios clinicos entre 1998 e 2018 quanto

aos desfechos cognitivos esperados (Doody R. 2017).
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Figura 5: Desenvolvimento de terapias para Doenca de Alzheimer no ano de 2022.
Retirado de Cummings J. et al (2022) - Canal de desenvolvimento de medicamentos

para a doenca de Alzheimer.

Em geral, o objetivo do tratamento visa retardar o inicio dos sintomas, melhorar
a saude e bem-estar dos individuos com deméncia, aliviando os aspectos negativos
do cuidar. Uma compreensao mais completa da DA, desde suas causas até como
preveni-la, como gerencia-la e como trata-la pode levar ao desenvolvimento de
intervencdes destinadas a ajudar também os cuidadores.

O laboratorio translacional da Universidade Vila Velha tem encontrado
resultados benéficos e eficazes de suplementos nutricionais como o kefir na
terapéutica modificadora para sintomas cognitivos da DA (Vasquez et al, 2019; Ton
et al 2020). A continuidade desse esfor¢co através do atual estudo acrescenta
evidéncias de que tanto as fungdes cognitivas quanto sintomas neuropsiquiatricos
podem ser atenuados com uso de suplementacao probidtica atraveés da reducéo do
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estresse oxidativo e neuroinflamagao.

1.6Uma nova perspectiva sobre a Doenca de Alzheimer: Estresse Oxidativo

Segundo a teoria do estresse oxidativo, a morte neuronal observada na
Doenca de Alzheimer se deve a um desequilibrio entre os mecanismos de producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a sua remocéao. Dessa forma, a presenca
de ROS pode agir nas membranas das células neuronais, causando uma alteracao
na permeabilidade e, consequentemente, alteracdo da comunicacdo celular e
transducdo de sinal neuronal através de uma desregulacdo da passagem de ions
calcio (Su B. et al, 2008).

Sabe-se que a producdo de ROS é inevitdvel e secundéaria a atividades
celulares dependentes de Adenosina trifosfato (ATP). Portanto é fisiolégica a
medida que mecanismos antioxidantes integros, mediados por substancias como
glutationa, a-tocoferol, carotenoides, acido ascorbico, assim como por enzimas
como a catalase, heme oxigenase e a glutationa peroxidase conseguem garantir um
equilibrio na manutencéo do organismo saudavel (Yu, 1994). Entretanto, pode ser
considerada como uma face de dois gumes no sistema neurobiolégico. Ora
responsavel pela sinalizacdo controlada de processos toxicos no organismo ora com
potencial de oxidar proteinas, lipideos e moléculas importantes como o proprio
DNA/RNA das células (Pratico D., 2008; Liu Z. et al., 2015). Este contexto se torna
ainda mais preocupante quando se lida com tecido cerebral, uma vez que é
significativamente mais carente de mecanismos antioxidantes e mais exuberante
em gasto energético/metabdlico além da presenca de &cidos graxos poli-insaturados
extremamente vulneraveis a oxidacdo. Portanto, a presenca de mitocondrias
estrutural e funcionalmente danificadas proporciona a produ¢cdo mais acentuada de
ROS e menos de ATP. A exemplo, na DA ocorre danos oxidativos em niveis
superiores aos encontrados em individuos saudaveis de mesma faixa etaria, o que
gera uma cascata retroalimentada que amplifica o estresse oxidativo (Wang X. et al,

2014).

Adicionalmente a presenca de ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS);
0 depdsito de fragmentos toxicos e a formacgéo de radicais livres estdo associados
ndo somente com a instalagdo da DA, mas também a progressao e severidade da

evolucao da doenca (Balez R. et al., 2016; Bostanciklioglu M. et al., 2019).

Estudos recentes demonstram que as formas oligoméricas solluveis da proteina
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beta amiloide estdo mais associadas com a deméncia do que o peptideo beta
amiloide insoltvel. Sugere-se que os oligbmeros de proteina beta amiloide também
sejam capazes de induzir o estresse oxidativo, através da sua ligacdo com um
receptor putativo que ativa o receptor tirosina quinase EphA4 e Fyn (Vargas L et al.,
2018). A segquir, ocorre ativacdo anormal de receptores N-metil D-Aspartato
(NMDA) e aumento desproporcional de Ca ?* pds-sinaptico, 0 que provoca uma
disfuncédo sinaptica secundaria a geracdo de ROS, peroxidacdo da membrana
celular, dano mitocondrial, liberagdo de ion célcio, desbalanco de
neurotransmissores, excitotoxicidade e danos as espinhas dendriticas, um local de
comunicacao e transmissao de sinais elétricos entre neurdnios. (Su et al., 2008, Liu
et al., 2015, Yiannopoulou & Papageorgiou, 2020). Em consequente, 0 que se
observa clinicamente e em estudos experimentais sdo as alteragdes em dominios

cognitivos e neuropsiquiatricos (Cleary J. et al., 2005).

Interessantemente, estudos apontam que o estresse oxidativo precede as
manifestacbes neuropatoldgicas cardinais da DA (Liu et al., 2015). Atualmente, é
considerado que a DA possui um periodo de laténcia, onde as placas senis e 0s
emaranhados neurofibrilares ainda ndo estdo formados e caracterizando a doenca
em um continuum (Dubois, Bruno et al., 2016;). Tais fases, denominadas de fase
pré-clinica e comprometimento cognitivo leve, ja exibem um desequilibrio oxidativo
como por exemplo, niveis de isoprostano 8,12- iso -iPF 2a- vi elevados no liquor
cefalorraquidiano, plasma e urina com comparac¢ao com controles de mesma idade
(Pratico et al. 2002; Trares K. et al., 2022). Ademais, também ocorre reducédo dos
mecanismos antioxidantes como acido urico, vitamina C, vitamina E, vitamina A,
luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno, superéxido dismutase, glutationa

peroxidase e glutationa redutase (Price J. et al., 2009; Poprac P. et al., 2017).

De acordo com Song T. et al. (2021) e Martin LJ. (2010), achados
complementares sobre os niveis de peroxidacdo lipidica e oxidacdo proteica
elevados nos estagios iniciais da doenca reforcam o entendimento que o estresse
oxidativo precede a perda de neurdnios. Su et al (2008) reiteram os achados de que
as placas senis e o0s emaranhados neurofibrilares s&o uma resposta
fundamentalmente adaptativa, marcada pelo sequestro de metais redox-ativos pelas
placas senis e pelo reconhecimento crescente de que neurdnios com inclusdes sao

protegidos da morte celular imediata.
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O estudo do estresse oxidativo € uma area de grande interesse e estudada
por nosso laboratério da Universidade Vila Velha ndo somente em mecanismos
ligados a doencas neurodegenerativas, mas também em outras doencas cronicas
como as cardiovasculares (Vasquez EC et al., 2020). Um importante achado deste
grupo foi a participacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) como
uma importante fonte de ROS através de seus danos mitocondriais. Isto alinha com
a constatacdo de que a angiotensina Il se encontra elevada na maioria das doencas
cardiovasculares em idosos (Kehoe P., 2018; Marfany et al., 2018; Cooper et al.
2018) e com o fato de a Hipertensao ser um dos principais fatores de risco para
deméncia (Livingston G. et al., 2017). Neste contexto, sobressalta-se a importancia
de ampliacio do campo de pesquisa para o estudo de peptideos
angiotensinogénicos e reatividade cardiovascular neste grupo populacional no que
tange o agravamento e desenvolvimento de disfun¢des cognitivas (Vasquez et al.,
2019; Vasquez et al., 2020).

Tendo em vista a relagcdo do estresse oxidativo na génese da fisiopatologia
da Doenca de Alzheimer e as evidéncias experimentais até entdo encontradas, este
projeto destina-se a encontrar caminhos para elaboracdo de novas linhas
terapéuticas eficazes para retardar a progressao da DA através da reducdo de
danos mitocondriais, disfun¢Bes sinapticas, excitoxicidade e consequentemente
apoptose neuronal (Tonnies & Trushina, 2017; Kamat et al., 2016; Martins et al,
2018).

1.7. O eixo intestino cérebro: novas fronteiras para intervencéo na DA

O envelhecimento, principal fator de risco para a DA, envolve alteragdes no
sistema gastrointestinal: hipocloridria, dificuldades no transito e na motilidade
intestinal, alteracdes degenerativas nas células nervosas entéricas, reducdo da
capacidade de absorcdo, bem como alteracdes na qualidade e quantidade do
intestino microbiota (Dumic I. et al, 2019; Soenen S. et al., 2016; Kesika P. et al.,
2021). Evidéncias cientificas indicam a importancia de entender os mecanismos
subjacentes envolvidos no eixo microbiota-intestino no processo homeostatico
saude-doenca (Bonaz B. et al., 2017; Vasquez et al., 2020; Yue Q. et al., 2022;
Pereira TMC et al., 2021). Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente na
caracterizacao da microbiota intestinal como principal regulador dessa comunicacao
bidirecional que impacta as bases neurofisiolégicas dos transtornos psiquiatricos e

neurodegenerativos (Foster JA et al., 2016; Fung TC., 2020; Cerd6 T. et al., 2020).
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Assim, tem ganhado destaque o desenvolvimento de tecnologias para o estudo da
comunicacao microbiota-cérebro, bem como a investigacdo de novas terapias para
sintomas neuropsiquiatricos por meio da modulacao intestinal.

A microbiota intestinal compreende uma gama de microrganismos de cerca
de 1.000 a 5.000 espécies diferentes ndo redundantes (Costea PI et al., 2018). A
grande maioria corresponde pertencentes aos Phyla Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia (Qin J. et al., 2010),
e no geral consiste em mais de 100 trilhGes de células microbianas que residem
harmoniosamente em nosso sistema gastrointestinal e que desempenham inumeras
funcdes no hospedeiro. Surpreendentemente, interferem ndo somente nas funcdes
intestinais e absortivas, mas também em uma ampla e complexa rede fisiologica,
que inclui acdes neuronais, mentais, imunoldgicas, enddcrinas e metabdlicas
(Gebrayel P. et al., 2022). Especificamente, segundo Vasquez et. al (2019), estas
funcdes incluem: manutencdo de uma barreira mucosa composta por enterécitos
responsavel por um sistema complexo de defesa contra patdgenos no hospedeiro,
controle sobre a permeabilidade intestinal, regulacdo da absorcédo, da
imunomodulacédo e dos mecanismos anti-inflamatérios além de participar de vias
metabdlicas de producdo de vitaminas, horménios, sintese de aminoacidos, bem
como pela biotransformacédo dos acidos graxos de cadeia curta (Prakash S. et al,
2011). Interessante também destacar que a comunicacdo bidirecional do eixo
intestino-cérebro € no sistema nervoso autbnomo com ramos do nervo vago; na
transmissdo endocrina através dos hormonios (principalmente do sistema
hipotalamo-pituitaria-adrenal) e na propagacéo imunologica através de quimiocinas
e citocinas (Burokas A. et al., 2015; Bonaz B. et al., 2017).

A microbiota intestinal participa da producdo e liberagcdo de
neurotransmissores (Tabela 1) por meio de células enteroenddcrinas, que

consequentemente interferem nas funcdes do SNC (Alkasir R. et al., 2017).

Neurotransmissore Bactérias Efeitos Referéncias

s

Acetilcolina Bacilo; Bifidobacteriu  Otimizar funcdes (Shamsipour
m bifidum cognitivas como S. etal, 2021)
Lactobacillus aprendizado, memoria e
plantarum habilidades executivas da
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vida diaria.

Acido gama-
aminobutirico
(GABA)

Lactobacillus e

Bifidobacterium

Principal neurotransmissor
inibitorio do SNC,
responsavel pelo
processamento de
informacdes, humor além
de estar envolvido com o
sono e modulacdo das

contracdes musculares.

(Barrett E. et
al., 2012)

Glutamato

Campylobacter jejuni

Principal neurotransmissor
excitatorio do SNC,
estando  associado a
capacidade de encontrar
caminhos alternativos para
resolver problemas,
aumento do tempo mental
e eficiéncia no
processamento de

informacdes.

(Baj A. et al.,
2019)

Serotonina

Streptococcus,
Escherichia,

Enterococcus,

Lactococcus e

Lactobacillus

Ligado a regulacdo das
emocdes, humor, apetite,

sono e fungdes cognitivas.

(Legan TB et
al., 2022)

Fator neurotroéfico
derivado do cérebro
(BNDF)

Lactobacillus
plantarum 1S-10506

Principal neurotrofina
presente no SNC,
envolvida na manutencgao
da homeotase neuronal,
permite  crescimento e
diferenciacdo adequados
de células neurais e

sinapses.

(Ranuh R et
al., 2019)

Dopamina

Escherichia,

Bacillus, Staphylococ

As vias dopaminérgicas

estdo associadas a efeitos

(Nobili A et al.,
2017; Ni Z &
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CUs aureus e Serratia neuropsiquiatricos no ChenR, 2015)
marcescens controle do humor,

emocdo, comportamento,

bem como no comando dos

movimentos.

Tabela 1: Relacdo entre composicdo da microbiota intestinal com
neurotransmissores e efeitos neuropsiquiatricos (Adapatado de Queiroz, S.A.L. et
al., 2022).

Cepas de Lactobacillus demonstraram ser capazes de produzir acetilcolina
(Stanaszek PM et al.,, 1977). Além disso, em um modelo animal de DA, a
administracao de Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus plantarum por 8 semanas,
associado ao treinamento fisico, aliviou a neurotoxicidade da proteina $-amiléide e
melhorou o aprendizado espacial por um mecanismo mediado pela acetilcolina
(Shamsipour S. et al., 2021). Ja4 quanto ao principal neurotransmissor inibitorio do
SNC, o acido y-aminobutirico (GABA), importante para a manutencdo da
homeostase neuronal, € produzido por cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium
(Siragusa S. et al., 2007; Barrett E. et al., 2012). A disbiose entérica reduz o GABA
no trato gastrointestinal e no cérebro, desequilibrando a relacdo GABA/glutamato,
aumentando o potencial excitotoxico e levando a progressao da DA (Hu X & Wang
T, 2016). De fato, os niveis de GABA sdo reduzidos no cértex de pacientes com DA
(Solas M. et al., 2015). Além disso, em experimentos com camundongos obesos e
metabolicamente disfuncionais induzidos por dieta, a producdo de GABA por
lactobacilos demonstrou reduzir distirbios metabdlicos e de comportamento
depressivo (Patterson E. et al., 2019).

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, também é parte
fundamental da transmissao sinaptica equilibrada e da plasticidade neuronal, pois
atua diretamente através dos receptores NMDA na aquisicdo de novos
conhecimentos, bem como no armazenamento capacidade (Hynd MR. et al.,2004;
Chang Ch et al., 2020). Uma superativacdo do glutamato pode estar envolvida na
neurotoxicidade, levando ao dano/morte neuronal, o que justifica a introducéo da
memantina (antagonista NMDA) na farmacoterapia da DA. Pesquisas em humanos
associaram o metabolismo do glutamato pela microbiota intestinal a funcbes
neurocognitivas, como a capacidade de encontrar formas alternativas de resolver
problemas, aumento do tempo mental e eficiéncia no processamento de

informagdes (Palomo-Buitrago ME et al., 2019). Finalmente, Campylobacter jejunifoi
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associado a um estimulo a sintese de glutamato através da estimulagéo direta da
enzima y-glutamiltranspeptidase (GGT) (Baj A. et al., 2019).

Estudos experimentais demonstram associacfes entre doencas intestinais e
distarbios neuropsiquiatricos. Neufeld KM. et al (2011) identificou um
comportamento semelhante a ansiedade reduzido na auséncia de microbiota
intestinal em camundongos, relacionado a menor expressao do RNA mensageiro do
receptor NMDA na amigdala. Além disso, Emge JR et al (2016) pontuou que a
inducdo de colite em camundongos gerou comportamentos ansiosos e perda
cognitiva associada a redugcdo de bactérias intestinais devido a inflamacgéo local
aguda, principalmente lactobacilos e bactérias filamentosas segmentadas. Esses
efeitos foram evitados pela administracdo de probidticos contendo Lactobacillus
rhamnosus R0011 e Lactobacillus helveticus RO052.

O sistema serotoninérgico ja é bem reconhecido pelas disfunc¢des cerebrais,
como alteracdes de humor, cognicao e ciclo circadiano (Cools R. et al, 2008; Zarros
et al., 2005). A serotonina é um produto do metabolismo do triptofano e cerca de
90% de sua sintese ocorre por meio de bactérias do trato gastrointestinal, como
Streptococcus, Escherichia, Enterococcus, Lactococcus e Lactobacillus (Yano JM.
etal., 2015; Legan TB et al., 2002). As concentra¢fes de triptofano sdo aumentadas
no plasma de animais machos livres de germes e a ansiedade € normalizada apos
a restauracdo da microbiota intestinal, reforcando a importancia da comunicacao
bidirecional do eixo intestino-cérebro na neurotransmissao serotonérgica (Clarke G
et al, 2013).

Quando o ecossistema bacteriano esta saudavel e equilibrado ocorre uma
regulacdo dos niveis do BNDF em regibes cerebrais associadas a memoria,
aprendizado, cognicao e habilidades visuoespaciais (Nakamura-Palacios EM., et al.,
1996). O BDNF medeia importantes efeitos benéficos do exercicio, incluindo varios
processos neuronais de desenvolvimento e neuroplasticidade (Fumagalli F. et al,
2006) e uma reducdo em sua expressao € considerada um marcador confiavel para
DA, pois pode exacerbar a proteina tau fisiopatoldgica e a deposi¢ao de B-amiléide
(Caffino L. et al., 2020). Demonstrou-se que o BDNF diminui a producéo de AB ao
aumentar o processamento da a-secretase da proteina precursora de amiloide
(APP) (Nigam SM et al., 2017). A regulacéo positiva da expressao cerebral de BDNF
foi demonstrada em ratos apos o tratamento probiotico contendo Lactobacillus
plantarum 1S-10506, sugerindo seu valor profilatico contra a DA (Ranuh R. et al.,

2019).
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Por fim, estudos demonstram cada vez mais a interacdo do sistema
dopaminérgico com os sintomas neuropsiquiatricos da DA (Martorana A & Koch G,
2014). A morte neuronal e a degeneracdo dopaminérgica dependente da idade
foram observadas exclusivamente na area tegmental ventral em estégios pré-placa
em um modelo de camundongo da DA (Nobili A. et al., 2017). Os neurbnios
dopaminérgicos estdo localizados principalmente na area tegmental ventral, que &
responsavel pelo sistema de motivacdo e recompensa, e na substancia nigra pars
compact, envolvida principalmente no controle do movimento. Dessa forma,
configura-se este neurotransmissor relacionado a sintomas neuropsiquiatricos
comuns na DA, como anedonia, apatia e distirbios motores (D'Amelio M. et al.,
2018). Além disso, o déficit colinérgico na DA foi temporariamente restaurado pela
administracdo de um agonista do receptor dopaminérgico sob estimulagcéo
magnética transcraniana (Martorana A et al., 2008; Ni Z & Chen R, 2015).
Finalmente, foi relatada a producdo in vitro de dopamina por varias bactérias,
incluindo Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Serratia marcescens e Staphylococcus aureus (Tsavkelova EA et al., 2000).

Essa comunidade simbiética de microrganismos ndo patogénicos apresenta
ampla variabilidade e alterac6es decorrentes da exposicdo a fatores intrinsecos e
extrinsecos ao longo da vida, como uso de antibiéticos, sedentarismo, infeccoes,
alimentacdo, envelhecimento, cesarianas, genética, estresse cronico e falta de
amamentacao (Cerdd T. et al., 2020; Soenen S et al., 2016; Ton A. et al, 2018).
Especificamente em relacdo a idade, a microbiota sofre reducédo na quantidade de
Lactobacillus, Bifidobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Coprococcus, Roseburia e Faecalibacterium, e aumento na
proporcao de Odoribacter e Butyricimonas (Christensen K. et al., 2009; O'Toole et
al., 2015). Este e qualquer outro desequilibrio na composi¢cdo da microbiota &
chamado de disbiose intestinal e desencadeia uma cascata de processos
disfuncionais, incluindo sintomas neuropsiquiatricos de doencas
neurodegenerativas como a DA (Weiss GA & Hennet T., 2017; Zhang H et al., 2022).

A existéncia do eixo microbiota-cérebro-intestino demonstra o quéo crucial é
a manutencdo da eubiose para a homeostase cerebral. No contexto da DA, a
microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na ativacdo microglial,

neurogénese e permeabilidade da BHE.
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1.8 Microbiota Intestinal e vias fisiopatolégicas de estresse oxidativo,
neuroinflamacédo e neuroendocrinas da DA
De fato, a microbiota intestinal desempenha um papel importante na
regulacdo do estresse oxidativo. Bactérias gastrointestinais, como lactobacilos e
bifidobactérias, podem converter nitrato e nitrito em 6xido nitrico (NO) (Collins AE et
al., 2022). O NO é essencial na transmissao de informacfes do sistema nervoso
entérico noradrenérgico, além de ser excretado pelo estimulo glutamatérgico via
ativacdo dos receptores NMDA. Embora tenha um papel essencial na
neuroprotecdo, niveis exacerbados de NO também podem causar estresse
oxidativo, culminando em dano celular apoptético e degeneracéo axonal (Vermeiren
J. etal., 2009). Nesse sentido, a eubiose intestinal € importante, pois sua capacidade
de estimular a microglia leva ao aumento da producédo de NOS induzivel (iNOS),
aumentando a producédo de NO e ajudando a manter o equilibrio imunolégico (Tse
JKY, 2017; Steinert JR. Et al, 2010).

O psicobidtico € um conceito recente que traduz a possibilidade de
micro-organismos vivos em quantidades adequadas alcangcarem efeitos no Sistema
Nervoso Central. De acordo com Mishra e colaboradores (2015), os psicobiéticos
tém sido uma fonte emergente e efetiva de antioxidantes, através da elevacéo da
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). Dados encontrados por Valentini e
colaboradores (2013) corroboram a atenuac¢éo do estresse oxidativo, porém através
da reducdo de citocinas como TNF-alfa, IL-1 e aumentando os niveis de glutationa
(Valentini et al., 2013). Além disso, a suplementacdo com probidticos pode estimular
o crescimento de popula¢gdes de Bifidobacterium, concomitantemente reduzindo o
crescimento de enterobactérias (Perez Martinez, Bauerl & Collado, 2014). Conclui-
se, portanto, que os psicobidticos podem melhorar ou prevenir a inflamacao
intestinal e sistémica, por meio da modulacdo da microbiota intestinal.
Recentemente, demonstramos que a suplementacdo simbidtica de kefir em
pacientes idosos com DA melhora a disfungdo cognitiva em testes especificos, com
beneficios relacionados a memodria, linguagem, funcdes executivas, funcéo
visuoespacial, conceitualizacdo e habilidades de abstracdo. Este resultado foi
observado com um aumento de NO e uma reducdo na oxidacao de proteinas e nos
niveis de ROS (Ton AMM et al., 2020).
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Neste cenario, estudos destacam o préprio estresse oxidativo leva ao um
processo de neuroinflamacdo através do potencial de oxidacdo, destruicdo
mitocondrial e ativacdo astrocitaria das espécies reativas de oxigénio (Benzi G &
Moretti A, 1995). Dessa forma, a origem pode ser tanto central ou periférica, uma
vez que o aumento da producdo periférica de citocinas pode levar a producao
endodgena de citocinas cerebrais (Xie J. et al.,, 2022). Sintomas cognitivos e
neuropsiquiatricos da DA, tém sido relacionados a um aumento de mediadores pro-
inflamatorios periféricos (Teixeira AL et al., 2022; Tumati S. et al., 2022), o que a
literatura cientifica corrobora quanto a inflamacéo sistémica e efeitos disruptivos da
BHE (Varatharaj A & Galea I., 2017; Vifia D. et al, 2021).

Esta permeabilidade na barreira cerebral estd cada vez mais sendo
associada a estados de disbiose intestinal que insulta mediadores inflamatérios e
compromete a funcionalidade da BHE, favorecendo processos neurodegenerativos
(Kelly JR et al., 2015). Em 2014, um estudo mostrou que camundongos livres de
germes mostraram maior permeabilidade de sua BHE, em comparacdo com
camundongos com flora intestinal normal e uma menor permeabilidade da barreira
poderia ser restaurada por uma recolonizacdo da microbiota normal (Braniste V. et
al., 2014). Lucas WJ (2016), demonstrou que a neurodegeneracao inflamatoria pode
ser desencadeada pela ativacdo do fator nuclear pré-inflamatério kB (NF-kB) por
lipopolissacarideos produzidos por espécies de Bacteroidetes. Além disso, a
indug&o de amiloidose cerebral em pacientes com DA tem sido relacionada a um
processo inflamatorio devido a um desequilibrio entre bactérias pro-inflamatérias
(Escherichia e Shigella) em detrimento de espécies benéficas, principalmente
Escherichia rectale (Cattaneo A. et al., 2017).

Kim e colaboradores (2020) mostraram que a microbiota intestinal de
camundongos com doenca amiloide e emaranhados neurofibrilares apresentava
perda da integridade da barreira epitelial, além de inflamacdo intestinal.
Curiosamente, o transplante de microbiota fecal de camundongos selvagens
saudaveis para camundongos doentes reduziu a formagao de placas -amildides e
emaranhados neurofibrilares, reatividade glial e comprometimento cognitivo e
reverteu anormalidades na expressao de genes colénicos relacionados a atividade
de macréfagos e mondcitos inflamatorios no sangue (Kim MS et al., 2020).
Utilizando animais transgénicos, outros pesquisadores demonstraram que O
transplante de microbiota fecal reduz placas amiloides, marcadores inflamatorios e

melhora a neuroplasticidade e aspectos cognitivos (Sun J. et al, 2019). Portanto, a
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modulacdo da microbiota intestinal por probiéticos e intervengdes de transplante de
microbiota fecal é relevante para proteger o comportamento cognitivo do
hospedeiro, um efeito no qual esta envolvida a reducdo da neuroinflamacéo
(Friedland RP & Chapman MR, 2017) e ainda se faz necessario o desenvolvimento
de estratégicas de modulagdo intestinal eficazes, plausiveis e reprodutiveis na
pratica clinica.

Ja em relacéo as vias neuroenddcrinas, € importante destacar o papel do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) responsavel pela regulacdo da resposta a
estressores agudos e crénicos, uma vez que uma resposta neuroadaptativa ao
estresse prolongado e crénico causa desequilibrio imunologico e neuroenddcrino,
aumenta a atividade inflamatéria e gera alteracbes comportamentais e psicolégicas
(Bisht K. et al., 2018; Marin MF et al., 2011).

Os estressores agudos ou crbnicos, tais como: estilo de vida sedentario, ritmo
circadiano alterado, abuso de alcool e exposicdo a ambientes ruidosos (. Kennedy
PJ. et al., 2014), induzem a producéo do horménio liberador de corticotrofina (CRH)
pelo hipotdlamo, que consequentemente estimula a hipéfise a produzir horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), que, por sua vez, atua nas glandulas adrenais para
liberar cortisol (Kazakou P. et al., 2022). A superativacao persistente deste eixo gera
niveis elevados de cortisol, e, consequentemente, neuroinflamacado, disfuncéo
neuroenddcrina, atrofia do hipocampo e, consequentemente, déficits cognitivos e
sintomas neuropsiquiatricos (Jacobson L, 2014; Mikulska J. et al., 2021). A literatura
cientifica tem associado que niveis de cortisol podem prever o declinio cognitivo,
explicada pela reducdo da neurogénese do hipocampo (Hidalgo V et al., 2016;
Beluche | et al., 2010; Charles ST et al., 2020).

O presente estudo busca reiterar a influéncia do cortisol na composicao da
microbiota intestinal e na disbiose, como ilustrado na Figura 6 (Farzi A. et al., 2018).
O tratamento com  prebidticos contendo  frutooligossacarideos e
galactooligossacarideos teve efeitos antidepressivos e ansioliticos associados a
niveis reduzidos de corticosterdides causados pelo estresse (Burokas A. et al.,
2017). Estudos recentes também mostraram que um tratamento com
frutooligossacarideos poderia melhorar o comprometimento cognitivo e a alteragéo
da neuropatologia, bem como aliviar o acumulo de A no cérebro do modelo de
camundongos transgénicos duplos APP/PS1 da DA (Sun J. et al., 2019; Wu S. et
al., 2020). Da mesma forma, foi relatado que os galactooligossacarideos revertem o

comprometimento cognitivo-comportamental em camundongos APP/PS1, bem
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como reduzem seus niveis de depresséo (Yang D. et ak., 2021). Além disso, a
ingestdo de lactobacilos foi relacionada a melhora dos parametros cognitivos e a
diminuicao dos niveis séricos de corticosterona (Galley JD & Bailey MT, 2014).
Uma formulacdo probidtica composta por Bifidobacterium longum 1714 dada
a 22 voluntarios saudaveis do sexo masculino foi capaz de mitigar os aumentos nos
niveis de cortisol e ansiedade subjetiva em resposta a um estressor agudo. Além
disso, houve também uma melhora no desempenho da memdéria visuoespacial
dependente do hipocampo e alteracbes na atividade cerebral, conforme avaliado
por eletroencefalografia (Allen AP et al., 2016). Em outro estudo clinico, o consumo
de uma formulac&do probidtica composta por Lactobacillus helveticus R0052 e
Bifidobacterium longum R0175 em combinacdo mitigou o sofrimento psicolégico
sem apresentar efeitos adversos, demonstrando o papel da flora intestinal no
estresse, ansiedade e depressdo (Messaoudi M. et al, 2011). Finalmente,
camundongos germ-free exibiram niveis mais elevados de ACTH e corticosterona
em comparagao com o grupo controle em resposta ao estresse de contencao. Este
efeito foi totalmente revertido apés reconstituicdo com Bifidobacterium infantis (Sudo
N. et al., 2004). Assim, a interagdo da microbiota intestinal foi verificada como fator
importante na resposta ao estresse do eixo HPA. No entanto, a investigacdo de
cepas especificas com o objetivo de modulacéo inflamatéria e atenuacgéo clinica de
manifestacdo cognitivas e psiquiatricas em individuos com doenca de Alzheimer
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Figura 6: Esquema fisiopatoldgico da interagdo entre microbiota intestinal disbiotica,
desbalango oxidativo, inflamagdo sistémica e endocrinoldégica com a consequente
cascata neurodegenerativa da DA.
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1.9Justificativa da pesquisa

A DA é uma doenca multissistémica, progressiva, degenerativa, incapacitante
e implica grandes transtornos mental, fisico e psicolégico ndo somente para o
individuo acometido, mas também para todo o seu berco familiar. Considerando o
aumento da expectativa de vida, considerando a importancia da DA no ambito
familiar, no desenvolvimento de politicas publicas e no impacto nas despesas em
saude, cresce cada vez mais o interesse e a necessidade por terapias eficazes e
reprodutiveis na mitigagdo de sintomas cognitivos e neuropsiquiatricos.

Os tratamentos hoje vigentes para esta patologia se restringem aos alvos
colinérgicos bem como a lesdo por excitotoxidade. No entanto, ainda ndo sao
suficientes para abarcar tamanha complexidade fisiopatologica e atenuar ou
prevenir a progressao da doenca. Dessa forma, o desenvolvimento de terapéuticas
voltadas para o processo neuroinflamatério e de estresse oxidativo € um caminho
promissor, pois estdo associados a instalacdo da Doenca de Alzheimer, através da
inducao de vias neurodegenerativas e apoptoticas cerebrais.

Este estudo aborda a hipotese de que a suplementacdo da formulacao
probidtica consistindo em Lactobacillus helveticus R0O052 e Bifidobacterium longum
R0O175 proporcionaréa efeito benéfico na cogni¢cao e nos sintomas neuropsiquiatricos
de pacientes com Alzheimer por meio da modulacéo da microbiota intestinal, com
consequente reducdo dos biomarcadores oxidativos, inflamatorios e

neuroenddcrinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste estudo foi investigar a relacdo causal entre a suplementacao
probiética de uma formulacdo especifica em capsula via oral com Lactobacillus
helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175 na atenuacdo do dano cognitivo

e sintomas neuropsiquiatricos de pacientes com Doenca de Alzheimer.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a amostra de individuos com Doencas de Alzheimer que ira
participar do estudo através da coleta de um questionério sociodemogréfico
e antropomeétrico.

e Avaliar os resultados cognitivos e neuropsiquiatricos apos o consumo da
formulagdo probidtica contendo Lactobacillus helveticus RO0052 e
Bifidobacterium longum R0175.

e Investigar a relacdo entre suplementacao probidtica e alteragbes provocadas
nos niveis de peroxidacéo lipidica e oxidagao proteica (marcadores indiretos
de estresse oxidativo).

e Avaliar o impacto do uso do psicobiético em marcadores inflamatoérios e

metaboblicos associados a dishiose intestinal, tais como insulina e cortisol.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho de estudo

O presente estudo caracteriza-se como um estudo quali-quantitativo,
longitudinal prospectivo intervencionista do tipo ensaio clinico ndo controlado. Os
individuos foram recrutados por amostragem de conveniéncia e ao total, foram
incluidos na pesquisa 13 sujeitos voluntarios diagnosticados com deméncia de
Alzheimer, de ambos 0s sexos, sem restricdo de idade, atendidos em um centro de

referéncia em Vila Velha, Espirito Santo, Brasil, especializado em DA.

3.2. Critérios de inclusao

Os critérios clinicos de deméncia utilizados serdo aqueles definidos pela
Associacao de Alzheimer e o Instituto Nacional de Envelhecimento (NIA) publicado
em 2011, caracterizados pela presenca de declinio cognitivo progressivo insidioso
ou sintomas comportamentais envolvendo pelo menos dois dominios cognitivos
(memoéria, linguagem, atencdo e habilidades construtivas), além de
comprometimento das atividades habituais (McKhann GM et al., 2011). E importante
destacar que os sintomas causados por delirium e outros transtornos psiquiatricos
deverdo ser detectados através de uma anamnese e avaliacdo cognitiva objetiva,
uma vez que os sintomas cognitivos de pacientes com Alzheimer ndo podem ser

explicados por outros transtornos. Portanto, os critérios de incluséo serao:

(1) Auséncia de condi¢cdes neuroldgicas e psiquiatricas que expliguem o

comprometimento cognitivo,

(2) Auséncia de comorbidades clinicas descompensadas ou nao tratadas
(exemplo, diabetes descompensada, doencas autoimunes em uso de

imunossupressores, neoplasias e doencas inflamatorias intestinais),

(3) Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo
participante da pesquisa bem como pelo seu responsavel. E importante enfatizar
gue o TCLE foi detalhadamente explicado e assinado aos individuos em casos de

davidas ou necessidade de orientacdes (ANEXO A).
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3.3. Critérios de exclusao

E valido destacar que a pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de
Etica da Universidade Vila Velha, cujo Certificado de Apresentacdo de Apreciacio

Etica nUmero 5.053.493. Os critérios de exclusdo serio:

(1) Incapacidade organica ou ambiental de submeter-se a suplementacéo

com a formulagéo probiotica,

(2) Mudancas nas dosagens ou alteracfes no esquema terapéutico de drogas

e medicamentos que possam ter impacto neurocognitivo.

3.4. Calculo da amostra

Para célculo da amostra, neste estudo quali-quantitativo, intervencionista,
longitudinal, foi utilizado o software de dominio publico G*Power V.3.1, 9.6.67. O
calculo da amostra total de voluntarios, visando a correta e rigorosa interpretacao
das variacOes e diferencas nas variaveis mensuradas, foi baseada na literatura
bioestatistica e baseados no zelo pela ndo-maleficéncia de cada um dos voluntérios
da pesquisa, além de contar com a experiéncia do coordenador cientifico desta
pesquisa. Para andlise quantitativa de variaveis diretamente relacionadas com esta
doenca nosso estudo visa determinar os efeitos no fator tempo intragrupo (antes e
apos a suplementacdo probidtica). Abaixo mostramos a cépia dos parametros que
foram utilizados pelo programa G*Power (Figura 7), desenvolvido pela Universidade
de Dusseldorf (Alemanha) e o valor total de 27 individuos necessarios para a

pesquisa.

critical t = 1.70562

Test family Statistical test
T tests w Means: Difference between two dependent means (matched pairs) ~

Type of power analysis

A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size e

Input Parameters Output Parameters
Tail(s) One ~ Noncentrality parameter & 2.5980762

Determine => Effect size dz 0.5 Critical t 1.7056179
o err prob 0.05 Df 26
Power (1-f err prob) 0.8 Total sample size 27

Actual power 0.8118316
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Figura 7: Célculo amostral realizado através do programa G*Power 3.1.9.

Inicialmente trinta e quatro pacientes estavam com acompanhamento regular no
Centro de Neurologia especializado em Alzheimer. Destes, dezoito foram excluidos
ou se recusaram a participar da pesquisa. E vélido destacar que fatores como idade,
declinio funcional, pandemia do coronavirus foram limitantes para alcangarmos o
namero recomendado pelo programa G*Power. Dessa forma, dezesseis voluntarios
se vincularam a pesquisa; dois faleceram antes da intervencdo e um individuo nao

pOde comparecer no acompanhamento devido sintomas gripais (Figura 8).

Analise de elegibilidade

Arrolamento (n=34)

Excluidos ou Recusa
(n=18)

Alocados para

Seguimento intervencao
(n=16)
Perdidos durante o
seguimento
(n=3)
Andli | Analisados
nalise (n=13)

Figura 8: Etapas envolvidas na sele¢do da amostra final.

3.5. Protocolo de experimento

Inicialmente, foi realizada uma bateria cognitiva e neuropsiquiatrica pré-
determinada para definicdo do estado mental no tempo zero (TO). Amostras
sanguineas foram obtidas para dosagem dos biomarcadores inflamatérios,
metabolicos e de estresse oxidativo, tais como: cortisol, insulina, glicemia de jejum,
hemoglobina glicada além de indices de peroxidacdo lipidica e proteica. Em
seguida, os individuos receberam a formulacéo probidtica Lactobacillus helveticus
R0052 e Bifidobacterium longum R0175 a ser utilizada na dose de 01 capsula ao
dia durante 60 dias. Apos este periodo, os individuos foram novamente submetidos
a bateria cognitiva, neuropsiquiatrica e dosagem dos biomarcadores (T60). Este

protocolo foi esquematizado na Figura 9 a seguir.
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Pacientes com Doenca
de Alzheimer

Terapia
Classica

Caracteristicas
Sociodemograficas e
Antropométricas Andlises
da

Dados Pesquisa
Antropométricos

Estresse ' Cortisol e Perfil
oxidativo Glicémico

indices Basais (Tempo 0)
$

Efeito do Probidtico apos
60 dias (T60)

Figura 9: Esquema do protocolo da pesquisa envolvendo pacientes com diagndstico
de Doenca de Alzheimer em tratamento farmacoldgico prescrito por médico
assistente de acordo com terapia classica que foram submetidos ao tratamento
coadjuvante de suplementacédo probiotica.

3.6. Caracterizacdo da amostra

Os cuidadores juntamente com os individuos responderam a um questionario
para caracterizacdo da amostra a respeito de Aspectos sociodemograficos e
antropométricos com questdes a serem respondidas a respeito da idade, género,
raca, estado civil, pratica de atividades fisicas, nivel de escolaridade, dura¢do do
tratamento de Alzheimer, afericdo do peso, altura, indice de massa corpérea,

frequéncia cardiaca e pressao arterial (Tabela 2).
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Nome Completo:

Sexo:

() Masculino

() Feminino

Data de nascimento:

Idade: anos

Cor da pele:

() Preta () Parda() Branca() indio() Amarelo
Estado Civil:

() Solteiro () Casado( ) Divorciado() Viavo

Pratica algum tipo de atividade fisica?
() Sim () Nao

Se sim, qual?

Quantas vezes por semana?

Escolaridade: anos

Duracéao do tratamento de Alzheimer: anos.

Medicacao que utiliza atualmente para Alzheimer:

Peso: kg
Altura: m IMC: kg/m?2
Tipo de Cuidador:

( ) Familiar( ) Profissional

Tabela 2: Questionario Sociodemografico, antropométrico e cardiovascular.

3.7. Avaliacao cognitiva

A avaliacdo cognitiva dos participantes foi realizada no tempo 0 (antes) e
tempo 60 dias (apds) a intervencdo, por meio de testes recomendados 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 Sociedade Americana de Neurologia (Knopman et al., 2001) e
pelo Instituto Nacional de Envelhecimento e Associacao de Alzheimer (McKhann et
al., 1984):

(1) Miniexame do Estado Mental (MEEM): € constituido cinco itens que
correspondem a avaliacdo de funcdes cognitivas globais, tais como: orientacao,
memoria imediata e evocativa, atencdo, linguagem, nomeacédo, coordenacao,
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motricidade e praxia construtivas (Figura 10). A pontuacdo maxima corresponde a
30 pontos conforme ilustrado na imagem a seguir. Os valores mais altos indicam
maior desempenho cognitivo global (Lancu & Olmer, 2006). E importante destacar
que a avaliacdo deste exame levara em consideracdo da variavel escolaridade, cuja
nota de corte proposta por Bertolucci et al. (2003) equivale a: 20 pontos para
analfabetos; 25 pontos para pessoas com escolaridade de 1 a 4 anos; 26,5 para 5
a 8 anos; 28 para escolaridade de 9 a 11 anos e 29 para mais de 11 anos (Bertolucci
et al, 2003).

escore | 1) Orientagdo
5 ano - més - dia do més -- dia da semana — hora aproximada
5 estado — cidade -- hospital - andar (setor) — consultério
2) Registro
3 pente - vaso -- laranja Tentativas __ (max. 6)
3) Atencédo e Calculo
seriado descendente de 100-7: 93 - 86 — 79 - 72 — 65

5 - alternativa, se impossivel célculo: soletrar *‘mundo” de tras para frente
(assinale se pontuou soletracéo O)

4) Recordagdo
3 recordar as 3 palavras dadas para Registro

5) Linguagem

denominar um relégio de pulso e uma caneta

repetir "nem aqui, nem ali, nem la"

atender ao comando em 3 etapas: "pegue o papel com a mao direita, dobre-
0 80 meio e ponha-o no chdo” (use essa folha)

ler e obedecer o sequinte: “Feche os Olhos™  (vide verso)

escrever uma frase

2
2
3
1
1
1 copiar o desenho

/30 | Escore total

Figura 10: Avaliacao dos cinco itens do MEEM (Adaptado de Nitrini et al., 2005).

(2) Teste de memaria imediata visual e (3) Teste de memoria/evocacao tardia
(Figura 11) que séo realizados com uma prancha de imagens com ordem para que
o individuo visualize as figuras por 60 segundos para relata-las apdés sem o estimulo
visual. Ao final da bateria cognitiva, novamente a prancha de imagens € apresentada
ao individuo que tera 30 segundos para gravar as imagens e relata-las. Este teste €
capaz de avaliar a memoéria em pacientes com diferentes niveis de escolaridade e

foi contabilizado de 0 a 10 conforme a quantidade de elementos mencionados.
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e

Figura 11: Prancha com diversos objetos apresentada aos individuos para
observarem e guardarem o nome/imagem de cada um (Adaptado de Nitrini et al.,
2005).

(4) Cookie Theft Picture Test: A imagem € apresenta ao paciente, sem prazo
de tempo pré-determinado. A orientacdo é para registrar as unidades de
informacBes descritas nas seguintes categorias: Protagonistas (mae, menino e
menina), Lugares (cozinha, jardim), Objetos (torneira, agua, pia, chao, prato, loucas,
balcéo, biscoito, pote, armario, banco, janela, cortina) e ac¢des (garoto pegando
biscoito, banco caindo, méde secando a louga, 4gua transbordando, méae desatenta
com a agua, desatencdo com as criangas, meninas querendo biscoito), como pode
ser observado na Figura 12. Conforme descrito, a pontuagcdo maxima corresponde
a 25. Este teste é utilizado para analisar habilidades viso espaciais e capacidade de

abstracao, através da prancha do roubo de biscoitos (Carlomagno et al., 2005).
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Figura 12: Retrato utilizado para realizar o Cookie Theft Picture Test (Adaptado de
Nitrini et al., 2005).

(5) Teste de Similaridade (NITRINI et al., 2005) avalia também as habilidades
visuoespaciais e de abstracdo, onde o voluntario é solicitado a dizer a semelhanca

entre trés pares de substantivos (laranja e pera, cachorro e cavalo, e olho e nariz);

(6) Teste de nomenclatura de Boston é realizado para averiguar capacidades
de linguagem e de nomeacdo, com pontuacdo maxima de 15 que corresponde ao
namero de figuras referidas corretamente, como demonstrado na figura 13 a seguir
(LEITE et al., 2017).

.
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7] L \ /
5 - e N N o
SN ERS = = ](
¢ Exgus \°) D I
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-. - S8
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Figura 13: Imagem com quinze figuras diferentes para avaliar capacidade de
linguagem e memoria de evocacgéo (Adaptado de Nitrini et al., 2005).
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(7) Teste de fluéncia verbal consiste na geracdo de maior nimero de animais
em 60 segundos. Fornece informacdes sobre a armazenamento e recuperacao da
memoria além do processamento de funcbes executivas pela capacidade de

organizar pensamentos e palavras (Abwender et al., 2001).

(8) Teste de trilhas A, na Figura 14, consiste em ligar nimero em ordem
crescente e conecta-los através de tragos. Esta avaliacdo € importante para verificar
a capacidade de atencdo durante a tarefa, habilidades motoras para construir as

interligacbes e memoria operacional (Llinas-Regla et al., 2016).

@) i7) e1)
@) @)

—
(0]
,f
®
w]

@
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© o
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Figura 14: Folha apresentada aos participantes para realizar o comando de
interligar os numeros (Adaptado de Nitrini et al., 2005).

(9) Por fim, o teste do desenho do relégio, que avalia as habilidades
visuoconstrutivas e a forma como o idoso desenha um relégio com todos 0os numeros
no mostrador e ponteiros marcando 2 horas e 45 minutos (SUNDERLAND et al.,
1989). A figura a seguir demonstra as possibilidades de interpretacdo quanto ao seu

resultado.
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Figura 14: llustracdo demonstrando a classificacdo dos possiveis resultados obtidos
na aplicacao do teste do desenho do relégio (Adaptado de Nitrini et al., 2005.)

3.8. Inventario Neuropsiquiatrico (NPI-Q)

O Inventério neuropsiquiéatrico sera feito no TO e T60 em relag&o ao inicio da
suplementacao probidtica. O NPI-Q é uma ferramenta desenvolvida por Cummings
et al. (1994), validada por Kaufer et al (2000), no Brasil por Camozzato et al (2008)
e Stella et al (2013). Consiste na avaliacao realizado pelo cuidador juntamente com
0 paciente sobre os sintomas neuropsiquiatricos e o grau de sofrimento para ambos.
A gravidade do sintoma (como afeta o idoso) em uma escala de 1 a 3, onde 1
significa leve, 2 moderada e 3 grave; e quanto a perturbacdo para si (como afeta o
cuidador) com uma escala crescente que vai de 1 a 5, onde 1 significa leve e 5

extremamente grave , conforme o que se segue na Tabela 3:

_ _ _ Grau Gravidade
Item Avaliado Descricao Sim/Nao
perturbacéo do caso
O idoso tem crencas falsas,
Delirios pensaque esta sendo roubado ou 01234 123

estao lhe fazendo o mal?
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O idoso resiste a ajuda dos

Agitacao 01234 123
outros,é de trato dificil?
Depresséo/ O idoso parece triste ou diz que 01234 123
disforia esta deprimido? Ele/ela chora?
O idoso fica perturbado quando
Ansiedade sesepara de si? Demonstra sinais 01234 123
denervosismo, como falta de ar,
suspiros e incapacidade de
relaxar, ficando muito tenso?
Euforia ou O idoso aparenta sentir-se 01234 123
Exaltagao muito bem ou excessivamente
feliz?
@] idoso parece menos
Apatia ou interessado nas suas atividades 01234 123
Indiferenca habituais e nas atividades ou
planos dos outros)
Irritabilidade ou © 'doso parece agir
Labilidade impulsivamente? Por exemplo, 01234 123
falacom estranhos como se os
conhecesse ou diz coisas que
podem ferir os sentimentos de
outras pessoas
O idoso fica impaciente ou
Disturbios irritadico? Ele/a tem dificuldade 01234 123
Motoresa emlidar com demoras/atrasos ou
em esperar por atividades
planeadas?
Marcadores de Acorda muito a noite?
Apnea do sono Ronca alto? 01234 123
(SAS) Para de respirar durante o sono? 01234
Sente muita sonoléncia ou 01234
cansaco durante o dia 01234
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Apetite e O idoso perdeu ou ganhou peso,
Alimentacao ou teve alteracdes no tipo de 01234 123

comida/alimentos de que gosta?

Tabela 3: Avaliacdo Neuropsiquiatrica dos pacientes com Doencga de Alzheimer

3.9. Gravidade da Deméncia

Com o objetivo de estratificar o perfil da amostra quando a gravidade da
Doencga de Alzheimer, a escala elaborada em 1979 no projeto "Memory and Aging"
da Universidade Washington, dos Estados Unidos da América (Morris J., 1993) foi
aplicada. Os parametros avaliados pela graduam os dominios de memoria,
orientacdo, habilidade de julgamento e resolugcdo de problemas, assuntos da
comunidade, lar/passatempos e cuidados pessoais em notas de 0 a 3, onde 0 é
saudavel, 0.5 deméncia questionavel, 1 deméncia leve, 2 deméncia moderada e 3

deméncia grave (Berg L.,1988). Tal escore € demonstrado na Tabela 4 a seguir.

A fim de determinar qual nivel de deméncia o paciente se é preciso estar
atento as regras. O dominio da Memdéria é considerado uma categoria primaria e
todas as outras sdo secundéarias. Quando pelo menos 3 dominios secundarios
estiverem iguais ao valor da pontuacdo da memoria, entdo este é o escore global.
No entanto, quando pelo menos 3 funcdes estiverem diferentes do pontuado pela
memoria, entdo escore global sera igual a pontuacdo da maioria. No caso de

empate, é importante escolher o escore global mais perto da memaria (Morris J.,

1993).
Saudavel Deméncia Deméncia leve Deméncia Deméncia
CDRO Questionavel CDR1 Moderada Grave
CDR 0.5 CDR 2 CDR 3

Memoaria Sem perdada Esquecimento Perda de memdéria Perda de Perda de

memoria, ou leve e moderada, mais memoria grave; memoria

apenas consistente; acentuada para apenas grave;

esquecimento lembranca fatos recentes, 0 material muito apenas

discreto e parcial de déficit interfere com aprendido € fragmentos

inconsistente  eventos atividades do dia a retido; permanecem

dia materiais novos
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sao

rapidamente

perdidos
Orientagdo  Plenamente Plenamente Dificuldade Geralmente Orientagéo
orientado orientado moderada desorientado pessoal
com as relacdes do apenas
tempo; orientado no
espaco, no exame,
mas pode ter
desorientacéo
geografica em
outros locais
Julgamento  Resolve bem Leve Dificuldade Gravemente Incapaz de
e Solucdo problemas do comprometime moderada na comprometido resolver
de dia a dia; nto na solugcdo solucéo de parasolucdode problemas
Problemas  juizo critico € de problemas, problemas, ou de ter
bom em problemas, semelhancas e semelhancas e qualquer
relacdo ao semelhancas e diferencas; diferencas; juizo critico
desempenho diferencas julgamento social juizo social
passado geralmente mantido geralmente
comprometido
Assuntos da Funcéao Leve Incapaz de Sem Sem
Comunidad independente dificuldade funcionar possibilidade possibilidade
e nas independentemente, de de
atividades de embora ainda possa desempenho desempenho
trabalho, desempenhar fora de casa; forade
compras, algumas; pode porém parece casa.
negocios, parecer normal na suficientemente
financas e avaliacao inicial bem para ser
grupos levado a
sociais atividades fora
de casa
Lar e Vidaemcasa, Vidaemcasa, Comprometimento Sé realiza Sem
Passatempo passatempos passatempos leve, mas evidente tarefas mais qualquer
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S e interesses e em casa; abandono simples. atividade

intelectuais interesses de tarefas mais Interesses significativa
mantidos intelectuais dificeis; muito limitados em casa
levemente e pouco
afetados mantidos
Cuidados Plenamente Plenamente Necessita de Requer Requer
Pessoais capaz capaz assisténcia assisténcia muito auxilio.
ocasional para se vestir e Geralmente
de higiene incontinente.

Tabela 4: Avaliacédo Clinica da Deméncia. Adaptado Morris J. (1993).

3.10. Biomarcadores neuroendécrinos e inflamatorios

Para realizagdo de exames laboratoriais, os individuos foram orientados de
realizar jejum de 8 horas. Para mensuracéo dos niveis de cortisol sérico assim como
do perfil metabdlico, as amostras de soro foram centrifugadas a 2200 g por 10 min
a 18 °C e armazenada em tubo gel em temperatura de 2 a 8°C. A andlise utilizou
meétodo de quimiluminescéncia e os resultados foram expressos em mcg/dL para
cortisol; mg/dl para glicemia de jejum e glicemia média estimada. Ja os valores de

insulina sdo dados em mcUl/ml.

3.11. Marcadores séricos de estresse oxidativo

Para realizar a avaliacdo indireta de estresse oxidativo, foi instaurado o
protocolo de quantificacdo dos niveis de produtos proteicos de oxidacdo avancada
(AOPP), 40 pL de plasma diluido em PBS (1,5) foi adicionado a 10 yL de Kl (1,16
mol/L) e 20 L de acido acético glacial e a absorbancia foi lida a 340 nm em um
leitor de microplacas (Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).
A formacéo do ion triiodeto através da oxidag&o do Kl com cloramina-T foi utilizada
para quantificar os niveis de AOPP. Os dados sdo expressos em umol /mg de

cloramina-T por mg de proteinas, de acordo com (WITKO-SARSAT et al., 1996).

Por fim, também foi quantificado as substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Para isso, utiliza-se uma solugéo de acido tiobarbiturico (200

ML; TBA), seguida de homogeneizagao e aquecimento em banho maria a 100°C, por
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duas horas (Balogun ME et al, 2018). Ap0s resfriamento em temperatura ambiente,
as amostras sdo analisadas segundo a absorbéancia em 532 nm em leitor de
microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers), colocando os valores
em uma curva padrao de malondialdeido (MDA; 0.5-25 pM). Os resultados foram
expressos como M de MDA/mg de proteina.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise descritiva, a caracterizacao foi apresentada pela frequéncia
observada, porcentagem, medidas de tendéncia central e de variabilidade. Todos
os dados foram expressos em média = erro padrdo da média (com excecao das

caracteristicas demograficas, expressas em média + desvio padrao).

Para a analise estatistica desse estudo primeiramente foi realizada a
verificacdo da distribuicdo dos dados através do teste de Kolmogorov-Smirnov. A
partir do resultado do teste de normalidade, foi escolhido o teste para comparacéo
das variaveis. Quando a andlise da distribuicdo (frequéncia) dos dados mostrar uma
distribuicdo ndo compativel com a distribuicdo de Gauss, sera utilizado um teste
correspondente ndo paramétrico. Quando os dados apresentaram distribuicdo
Gaussiana, o teste escolhido sera paramétrico, como o test t Studant para
comparacao de 2 médias para amostras pareadas ou independentes. Os valores de
p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Os procedimentos

estatisticos foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism verséo 7.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacao sociodemografica e antropomeétrica da amostra

Em relag&o ao sexo, 11 participantes pertencem ao sexo feminino e 2 ao sexo
masculino, representando, respectivamente, 84.6 % e 15.4% da amostra. No que
diz respeito a idade em anos dos participantes, a média total foi de 10.8 anos para
mulheres e de 9 para homens. Conforme demonstrado na Tabela 5, ndo foi
verificado diferenca estatisticamente significativa entre sexo feminino e masculino

quanto a idade, IMC, escolaridade e duragéo do tratamento.

Parametros Mulheres Homens 0
(n=11) (n=2)
Idade (anos) 76.1+94 72+£16 0.95
IMC (kg/m?) 25.9+ 3.6 245+0.9 0.59
Nivel educacional (anos) 10.8+2.2 9+£0.0 0.38
Duracgéao do tratamento (anos) 42+15 2507 0.16

*Os valores foram expressos em média + desvio padrao.

Tabela 5: Estratificacdo de caracteristicas antropométricas e demograficos
entre homens e mulheres.

Quanto ao perfil étnico, dez pessoas se declararam pertencentes a raca
branca, 2 a raca parda e outras 1 a raca preta, representando em numeros
percentuais; respectivamente 77%, 15.4% e 7.6%. Considerando o hébito de
realizar atividade fisica, 7 dos individuos eram sedentarios, enquanto 6 praticavam
algum tipo de atividade fisica, configurando uma média global 1.2 vezes por

semana.

Por fim, a Tabela 6 também mostra o perfil farmacolégico para tratamento da
DA que variou entre a prescricdo somente do Inibidor da enzima acetilcolinesterase,
dentre eles rivastigmina, donepezila, galantamina (38% da amostra); somente o
antagonista nao-competitivo dos receptores NMDA denominada de Memantina

(23% dos individuos) e a terapia em conjunto entre as duas classes (39%).
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Variaveis N %

Etnia Branca 10 77.0
Parda 2 154
Preta 1 7.6

Atividade Fisica Sim 6 46
Nao 7 54

Frequéncia semanal 1.2+14

Somente Inibidor da AchE 5 38
Medicagéo Somente Memantina 3 23
Combinacéo 6 39

Tabela 6: Variaveis sociodemograficas e perfil medicamentoso do tratamento da
DA.*Os valores para frequéncia de atividade fisica foram expressos em média +
desvio padréo.

5.2 Avaliacdo do desempenho cognitivo

A andlise dos dados referente a cognicao geral pelo MEEM permite concluir
uma melhora significativa dos individuos apés 60 dias de suplementacdo com o
psicobidtico em 19,2% (TO: 18.3 + 1.6 acertos e T60: 22.8 + 1.5 acertos, p= 0,008).
Como demonstrado na Figura 15, as cepas de Lactobacillus helveticus R0052 e
Bifidobacterium longum R0175 foram capazes de afetar positivamente a cognicéo de

pacientes com Alzheimer.

30— p=0.008
—
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it
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Figura 15: Melhora da cognicéo geral aferida pelo Miniexame do Estado Mental apos
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suplementacao probidtica (n = 13). p < 0.05 em relacdo a TO. Os resultados foram
expressos em média + SEM.

Tal efeito também pdde ser observado na Figura 16 para os testes de Memoria
Imediata (TO 3.7 = 0.7 acertos T60: 4.8 £ 0.8; p =0.005) e tardia (T0: 4.1 + 0,9 e T60:
5.1+0.9; p=0.016).

8 -
p=0.016
p=0.005

»
|
*

Memoria
(escore)
1

N
]

1 T0
B T60

Imeadiata Tardia

Figura 16: Avaliacéo dos testes de Memoria Imediata e Tardia antes e apds 0 uso do
probiético (n = 13). Os resultados foram expressos em média + SEM. p < 0.05 em
relacdo a TO.

Em relacao as funcdes executivas e de linguagem, o teste de Boston exprime
aumento estatisticamente significante apds o uso do probidtico (TO: 9.2 £ 1.3 e T60:
11 +1.4; p =0.03); enquanto o teste de fluéncia verbal (Figura 17) apresentou melhora

percentual ainda maior (28%, p = 0.002).

15- p=0.03

*

p=0.002

_i

1 T0
B T60

(escore)

Funcdes Executivas
e de Linguaguem
al
1

Boston Fluéncia Verbal

Figura 17: Avaliacdo de funcbes executivas e de linguagem antes e apdés o uso do
probiético (n = 13). Os resultados foram expressos em média £ SEM. p < 0.05 em
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relacéo a TO.

No que tange as funcdes visuoespaciais e capacidade de abstracdo (Figura
18), o teste do roubo do biscoito obteve 38% de melhora entre antes e apds a
suplementacao probidtica (TO: 11+ 1.8 e T60: 17.8 + 1.5, P=0.001); em consonancia,
o teste de similaridades também apresentou elevagdo da pontuacgdo estatisticamente

relevante.
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Figura 18: Avaliacdo das func¢des visuoespaciais e da capacidade de abstracao
obtidas pelo Teste de Similaridades e Roubo do Biscoito antes e apés 60 dias de uso
do probidtico (n = 13). Os resultados foram expressos em média + SEM. p < 0.05 em
relacdo a TO.

A atencado avaliada pelo Teste do Reldgio alcangcou melhora de 23.5% com

média do escore antes do probidtico de 3.9 + 0.7 e apds 5.1 + 0.8 com valor p = 0.04.
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Figura 18: Andlise da habilidade atencional pelo Teste do Reldgio antes e apds 60
dias de uso do probidtico (n = 13). p < 0.05 em relagéo a TO. Os resultados foram
expressos em média + SEM.

Para finalizar a avaliacdo cognitiva, a Figura 19 traz a melhora no Teste de
Trilhas A com valores estatisticamente significativos também em habilidades
construtivas em torno de 20% (TO 18 + 2.5 e T60: 23.5 + 1.3; p=0.04).
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Figura 18: Avaliacdo da capacidade construtivas através do Teste de Trilhas A antes
e apoés 60 dias de uso do probidtico (n = 13). p < 0.05 em relacdo a TO. Os resultados
foram expressos em média £+ SEM

5.3 Sintomas neuropsiquiatricos na DA: o impacto para o paciente e seu

cuidador

A percepcdo do paciente quanto aos sintomas psicopatologicos reduziu em
torno de 33 % e o desgaste do cuidador em 26% apds uso do probidtico (Figura 19),
0 que evidencia o impacto da modulacdo da microbiota intestinal na melhora de
diversas manifestacdes psiquicas. Pontua-se também uma melhora estatisticamente
relevante para ambos os individuos: o acometido pela doenca (valor p=0.02) e o
responsavel pelo seu cuidado (valor p=0.04). Interessante observar também que a
média do escore total antes da intervencéo cientifica para o paciente foi de 9 enquanto
a percepcdo do desgaste do cuidador foi equivalente a 14 pontos na escala,
fortalecendo a importancia do olhar para a saude fisica e mental de quem dedica

grande parte do seu tempo nos cuidados de individuos com Doenca de Alzheimer.
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Figura 19: Graduacdo quanto aos sintomas neuropsiquiatricos com escore total
através do Inventario Neuropsiquiatrico (n = 13). Os resultados foram expressos em
média £ SEM. Valor de p < 0.05 em relacdo a TO.

Exatamente em relagcdo a cada sintoma, nota-se na Figura 20 uma melhora
percentual em todos avaliados. Euforia, delirio e agitagdo foram as mudancas mais
expressivas notadas pelos participantes e seus cuidadores. No entanto, € importante
observar a diferenca da percepcédo entre portadores do Alzheimer e Cuidadores
guanto a diversos sintomas, tais como depresséo que para o paciente a melhora foi
de 10% e para o olhar do cuidador foi de 42%. Este dado leva a refletir sobre a
dificuldade do diagnéstico de depresséo na pratica clinica em pacientes com Doenca
de Alzheimer especificamente em fases avancadas pela incapacidade de alguns

individuos relatarem e observarem suas alterac6es de humor.

A média de cada sintoma que apresentou diminuicdo estatisticamente
relevante na percepcéao do paciente foi para apatia com valor de p=0.01 (T0:1.7 £0.8
e T60: 1.1 + 0.8) e no olhar do cuidador foi para despertar noturno com valor de p=0.03
(T0:1.1£0.3eT60: 0.6 +0.2).
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Figura 20: Percentual de melhora quanto a cada um dos sintomas neuropsiquiatricos
avaliados através do Inventario Neuropsiquiatrico (n = 13).

5.4 Andlise de estresse oxidativo

Para quantificar os niveis de oxidag¢do proteica, foi instaurado o protocolo
envolvendo a formac&o do ion triiodeto através da oxidacéo do Kl com cloramina-T
e absorbancia lida a 340 nm em um leitor de microplacas (Spectra-MAX-190,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Portanto, os valores sdao demonstrados
na unidade de pmol /mg de cloramina-T por mg de proteinas, de acordo com
(WITKO-SARSAT et al., 1996).

A Figura 21 transparece resultados expressivos quanto niveis de AOPP
dosados antes e ap6s 60 dias de uso do medicamento composto por Lactobacillus
helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0O175 (TO: 17917 + 1669 umol /mg de
proteinas e T60: 116.5 £+ 14.6 umol /mg de proteinas, valor de p=0.0002), indicando

que a melhora clinica se correlaciona com a reducéo do estresse oxidativo.
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Figura 21: Valores de AOPP dosados antes e apo0s a ingesta de Lactobacillus
helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175 (n = 13). Os resultados foram
expressos em meédia £ SEM. Valor de p < 0.05 em relacdo a TO.

Ademais, a quantificacdo de peroxidacdo lipidica utilizou uma solucédo de
acido tiobarbitarico (Balogun ME et al, 2018) com analise segundo a absorbancia
em 532 nm em leitor de microplacas (Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers)
e leitura na curva padréo de malondialdeido (MDA; 0.5-25 pM). Os resultados foram
expressos como UM de MDA/mg de proteina. Por isso, os resultados sdo expressos
como uM de MDA/mg de proteina. Quantos aos resultados de TBARS, a Figura 22
pontua uma diminuicdo estatisticamente significativa para o grupo de pacientes com
Deméncia de Alzheimer Leve (Clinical Dementia Rating -CDR 1), segundo escala
elaborada na Universidade Washington, dos Estados Unidos da América no projeto
"Memory and Aging" e validada em literatura (Morris J., 1993). A avaliacdo deste
indicador nos estagios moderado e grave da DA ndo obteve reducao
estatisticamente relevante, o que pode indicar uma atuacdo do probidtico no
estresse oxidativo mais relevante em estagios precoces e iniciais desta
enfermidade.
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Figura 22: Marcada reducdo nos niveis de peroxidacao lipidica apds 60 dias de
suplementacao probiotica no subgrupo de Deméncia Leve (CDR 1). Os resultados
foram indicados em média + SEM. Valor de p < 0.05 em relacdo a TO.

5.5 Biomarcadores neuroendécrinos e inflamatorios

O grafico de violino (Figura 22) confirma o beneficio significativo da ingesta
de Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175 na inflamacao

sistémica aferida pelo cortisol sérico em individuos com Doencga de Alzheimer.
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Figura 22: Niveis de cortisol sérico expressos em mcg/dL analisados pela técnica
de quimiluminescéncia antes e ap6s 60 dias do uso do probidtico contendo
Lactobacillus helveticus R0O052 e Bifidobacterium longum R0175. (n = 13). *Valor de
p=0.03 em relacéo a TO.
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Para mensurar o perfil de atuacdo da ingesta deste psicobidtico quanto aos
exames enddcrinos, principalmente quanto ao consumo energético e metabdlico,
foram analisados niveis de Insulina expressos em Ul/mL; Glicemia Média Estimada
e Glicemia de Jejum aferidos em mg/dl bem como de Hemoglobina Glicada
analisada em %, como resumido na Figura 23 abaixo. De fato, é possivel constatar
reducao significativa no perfil glicémico dos individuos com Alzheimer apés 60 dias
de uso do medicamento. A glicemia de jejum (Figura 23 — ¢) ndo sofreu alteracao
apos o tratamento, o que pode ser explicado por varidveis de interferéncia como:
consumo de alimentos ou bebidas acucara antes da coleta, jejum prolongado,
estresse e medo com o procedimento além de ser um parametro agudo. No entanto,
medicdes que refletem alteracdes no perfil metabdlico de forma cronica, tais como
resisténcia insulinica, glicemia média estima e hemoglobina glicada (Figura 23 —

respectivamente a, b e d) comprovam o impacto positivo apds o tratamento.
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Figura 23: Avaliacdo do perfil glicémico apos 60 dias de suplementagdo probidtica
(n = 13). Valores sdo mensurados em media + SEM e p < 0.05 em relagéo a TO.
Nota-se reducéo estatisticamente significativa para resisténcia insulinica, glicemia
média estimada e hemoglobina glicada.
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6. DISCUSSAO

Hipocrates, considerado atualmente o pai da medicina, defendia ha mais de
dois mil anos que “Toda doenga comeca no intestino” (Lyon L., 2018). O postulado
gue o cérebro se comunica com o restante do corpo levou ao entendimento de que
0 processo de adoecimento s6 podera ser compreendido quando observar o
individuo como um todo e ndo apenas para cada 6rgao de forma isolada. No entanto,
apenas no ano de 1840 que o médico do exército americano, William Beaumont,
esclareceu através de experimentos que o estado emocional influenciava o ritmo de

digestao e liberacédo do suco gastrico.

Em 1908, o zodlogo e microbiologista Elie Metchnikoff &€ reconhecido com o
Prémio Nobel de Medicina por sua contribuicdo inovadora ao relacionar a
longevidade de uma populagéo bulgara a ingesta de produtos lacteos fermentados
e, consequentemente, a troca de bactérias nocivas do intestino por acido lactico
(Metchnikoff, 1908; Tauber, 2003; Morris, 2018). Outro pesquisador, anos mais
tarde, relaciona o estado depressivo melancolico com a constipacdo e ma
alimentacao. De tal forma, George Porter Phillips observa melhora da aparéncia e
expressao dos afetos de suas pacientes apos ingesta de bactérias pertencentes ao
género Lactobacillus (Phillips J., 1910).

Essa ideia esta sendo alvo do interesse da literatura cientifica atual
crescentemente, haja vista 0 numero de publicagdes para o termo “gut microbiota”
no PubMed nos ultimos 10 anos ter passado de 949 para o niumero de 12.400
publicacdes somente em 2022. Uma explicacdo possivel foi que em 2015 os
probiéticos foram oficialmente reconhecidos como uma oportunidade terapéutica ao
demonstrarem que a modulagéo intestinal interfere em fungdes cerebrais (Akbari et
al., 2016; Sampson & Mazmanian, 2015).

Nosso grupo de pesquisa se dedica, nas ultimas duas décadas, ao estudo do
eixo microbiota-intestino-cérebro bem como a influéncia do estresse oxidativo na
génese de diversas doencas cronicas, dentre elas a Doencas de Alzheimer.
(Vasquez et al. 2012; Vasquez et al., 2018; Vasquez et al., 2019; Vasquez et al,
2020). Recentemente, Ton e colaboradores (2020) demonstraram que a
suplementacdo simbibtica de kefir em pacientes com DA provoca melhora na

disfuncéo cognitiva acompanhado de reducéo na oxidacao de proteinas e nos niveis
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de ROS (Ton AMM et al, 2020). Apesar dos esforcos empenhados no
desenvolvimento de terapias modificadoras do curso da DA, ainda sdo escassas as
evidéncias e ensaios clinicos na determinacdo de efeitos positivos de cepas
bacterianas especificas com doses padronizadas nos sintomas cognitivos e
psicopatologicos desta deméncia (Kowalski & Mulak, 2019).

Este ensaio clinico com individuos com DA demonstrou melhora substancial
em testes cognitivos relacionados aos dominios de memoria, de atencdo, de
abstracdo, as funcbes executivas e de linguagem, assim como nas habilidades
visuo-espaciais e construtivas apos 60 dias de uso de uma capsula ao dia contendo
3 x 1079 Unidade Formadoras de Colonia (UFC) de Lactobacillus helveticus R0052
e 3 x 10”8 de Bifidobacterium longum R0O175. Tais achados corroboram os efeitos
desta formulacdo probidtica encontrados por Mohammadi G. et al (2018) em um
modelo animal usado em neuroinflamacdo e neurodegeneracdo, onde a
suplementacao por 14 dias reduziu o dano causado pelo LPS na memoria através
da producdo de BDNF (Mohammadi G. et al., 2019). Resultado semelhante foi
obtido por Kobayashi, porém em uma populacéo de adultos com comprometimento
cognitivo leve comprovando melhora cognitiva e na qualidade de vida apos 24

semanas da administracao de Bifidobacterium breve Al (Kobayashi, Y. et al.,2019).

Ademais, obtivemos reducdo do escore global do Inventario
Neuropsiquiatrico, indicando melhora tanto para o paciente quanto para 0 seu
cuidador em relacdo aos sintomas comportamentais e psicopatolégicos da DA, tais
como: depressao, ansiedade, irritabilidade, euforia, apatia, agitacdo, delirio,
distarbios do sono, comportamento motor e apetite. Estudos clinico de 2011 também
evidenciou efeitos benéficos de Lactobacillus helveticus RO052 e Bifidobacterium
longum R0O175 em escalas de ansiedade e depressédo ap6s 30 dias de uso em
individuos saudaveis, o que confirmou o teste pré-clinico em camundongos
(Messaoudi M. et al., 2011).

Aventa-se que as cepas de Lactobacillus helveticus R0O052 e Bifidobacterium
longum R0O175 em conjunto consigam modular o Microbioma intestinal do individuo
atravées de mediadores, tais como neurotransmissores (Dopamina, adrenalina,
acetilcolina, GABA, serotonina, glutamato), inervacédo vagal, horménios (cortisol,
insulina), citocinas e quimiocinas (IL-1, IL-6, TNF-q, IL-8 e IL-12) (Kowalski & Mulak,
2019; Cryan et al., 2019; Megur et al., 2020; Hemarajata & Versalovic, 2012; Martin

et al., 2018; Fung TC., 2020; Prakash S. et al., 2011). Tal mecanismo teria o intuito
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de garantir maior adesao das juncdes intercelulares presentes no epitélio intestinal
e reduzir a permeabilidade as toxinas, como o LPS. Consequentemente, a reducao
do processo de neuroinflamacdo e estresse oxidativo; que séo propulsores da
fisiopatologia da DA (agregacdo de proteina beta amiloide, hiperfosforilacdo da
proteina tau, desregulacdo glutamatérgica, excitoxicidade e apoptose neuronal)
acarretaria a melhora clinica cognitiva e psiquica (Cryan J. et al., 2019; Megur A. et
al., 2020; Luca M. et al., 2019; Kowalski K. & Mulak A., 2019; Alexandrov P. et al.,
2019; Mohammadi G. et al, 2019).

Esta hipotese ganha embasamento em estudos cientificos como o realizado
por Semar e colaboradores (2013) onde a presenca de proteina AR em células
nervosas presentes no sistema entérico com a consequente ativacdo do sistema
imune precede o inicio da cascata neuroinflamatéria no SNC em modelos animais
com DA (Semar S. et al., 2013). Além disso, ha dois anos Honarpisheh P. et al.
(2020) demonstrou o acumulo de proteina AR no sistema vascular do intestino antes
mesmo do surgimento no cérebro em um modelo animal com DA (Honarpisheh P.
et al., 2020).

Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativos dosados nos voluntarios
desta pesquisa, obtivemos diminui¢cdes expressivas na oxidacao proteica (T0: 17917
+ 1669 umol /mg de proteinas e T60: 116.5 + 14.6 umol /mg de proteinas, valor de
p=0.0002), indicando que a melhora clinica se correlaciona com a reducdo do
estresse oxidativo. Quanto a peroxidacdo lipidica, os resultados demonstram
significativa diminuicdo apenas para o grupo de pacientes com Deméncia Leve,
classificados como CDR1 (Morris J., 1993), o que sugere uma melhor atuacdo do
probidtico nos niveis de estresse oxidativo em estagios precoces da DA. Tal achado
coincide com resultados obtidos por Galbusera C. et al (2004) ao observarem
melhora da lipoperoxidacdo em estagios leves e moderados apds uso de vitamina
C e E durante trés meses em pacientes com DA (Galbusera C. et al., 2004). Dessa
forma, a analise de indicadores de estresse oxidativo pode se tornar um apoio clinico
e de acompanhamento terapéutico em pacientes com DA (Migliore et al., 2005;
Marcoraukis et al.,2018; Chang et al.,, 2014), uma vez que outras estratégias
antioxidantes ja sdo consideradas neuroprotetoras (Naoi et al., 2019; Oliver &
Reddy, 2019).

66



A relevancia da inflamacdo sistémica na patogénese da DA advém da
associacdo de niveis elevados de cortisol e neurodegeneracao (Catania C. et al.,
2009). A desregulacdo emocional e exposicdo a estressores de forma crénica
promove alteragdes na microbiota intestinal, ativagdo microglial e o recrutamento de
quimiocinas proé-inflamatorias. Nao se pode deixar de evidenciar os resultados de
Messaoudi M. et al (2010) no estudo em modelos animais e humanos apds a
suplementacdo probidtica de Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium
longum R0O175 com a reducdo dos niveis de cortisol livre urinario de 24 horas,
mesmo aplds exposicdo a eventos estressantes. Nosso estudo corrobora 0s
beneficios deste psicobibtico na reducéo da inflamacao sistémica em individuos com
DA.

Outrossim, investigacdes anteriores evidenciam o papel metabdlico
principalmente quanto ao perfil glicémico no inicio e progressao da DA (Arrieta-Cruz
& Gutierrez-Juarez, 2016; Presecki et al., 2011). Sabe-se também que individuos
com diabetes possuem 2 a 3 vezes mais deméncia do que individuos sem alteracfes
glicémicas (Kawamura T. et al., 2012), o que coloca esta doenga como fator de risco
para o desenvolvimento da DA. De igual maneira, métodos efetivos para seu
tratamento séo capazes de reduzir esta susceptibilidade. Isto vale ndo somente para
mudancas do estilo de vida como atividade fisica e alimentacdo saudavel, mas
também se estende a medicamentos. Antonella Napolitano e colaboradores (2014)
aventaram os efeitos pleiotropicos da Metformina pela sua capacidade de alterar a
microbiota intestinal, interromper vias metabdlicas disfuncionais e atuar na reducéo
da recirculacéo de acidos biliares, o que leva a liberacdo mais efetiva de hormonios
intestinais, como o peptideo semelhante ao glucagon-1, peptideo tirosina-tirosina e
peptideo insulinotrépico dependente de glicose (Napolitano A. et al., 2014). Mais do
que isso, estudo conseguiu relacionar a acdo da metformina também no estresse
oxidativo, prevenindo o desencadeamento de vias apoptoticas nas células nervosas
(Vardarli I. et al., 2014). A literatura cientifica prévia valida estes achados pelo fato
da disbhiose intestinal mediar processos inflamatérios, aumentar a resisténcia
insulinica, causando danos a microvasculatura e propiciando a neurodegeneragao
(Cani & Delzenne, 2011; Cani et al., 2012; Sridhar et al., 2015). A exemplo, o
beneficio do uso de uma céapsula probidtica contendo Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum se estendeu a sintomas depressivos,
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reducdo de resisténcia insulinica e niveis de glutationa (Akkasheh G. et al., 2016).

De fato, o0 atual ensaio clinico constata que a suplementacao probiotico por
60 dias reduziu niveis de insulina, glicemia média estima e hemoglobina glicada de
individuos com DA. Semelhantemente, a ingesta de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus fermentum por 12
semanas gerou melhora da resisténcia insulinica e fungfes da células beta na DA
(Akbari E. et al., 2016).

Este estudo apresentou algumas limitacbes metodologicas dignas de nota.
No ano de sua realizacdo, o mundo foi assolado pela pandemia do Coronavirus, o
que reduziu drasticamente o numero de voluntarios dispostos a realizarem
encontros para coleta de dados e exames. Apesar de toda garantia de precaucao e
medidas sanitérias recomendadas, lidar com os idosos que representam o principal
fator de risco para mortalidade pelo Sars-Cov-2 foi um fator importante que justifica
o tamanho da amostra obtido, bem como a impossibilidade de realizar o grupo
controle com placebo. Além disso, a equipe envolvida no estudo foi responsavel pela
realizacdo da avaliacdo cognitiva. No entanto, foi realizado um rodizio de os
membros entrevistadores em relagdo aos voluntarios entre o primeiro e segundo dia

de intervencédo além da realizacdo dos testes cognitivos em ordem aleatoria.

Por fim, a inovacdo presente nesta pesquisa advém da comprovacao dos
efeitos benéficos da modulacao intestinal através da suplementacédo probidtico com
cepa e dosagem pré-determinada em relacdo as funcdes cognitivas e sintomas
psiquiatricos que foram acompanhados da reducdo do estresse oxidativo, da
inflamacéao sistémica, bem como da melhora de perfil glicémico em individuos com
DA.
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7. CONCLUSAO

O estudo atual demonstrou que o uso de uma formulacdo probidtica em
capsula contendo Lactobacillus helveticus R0052 (3x10° UFC) e Bifidobacterium
longum R0175 (3 x 108 UFC) por 60 dias consecutivos em pacientes com DA causou
beneficios no desempenho cognitivo no que tange aos subdominios memdria
imediata, fungdes executivas, construtivas e de linguagem, habilidades
visuoespaciais, capacidade de abstracdo e de atencdo. Destaca-se também a
reducdo em 33% na gravidade dos sintomas psiquiatricos na percepcéao do paciente
avaliados através do Inventario Neuropsiquiatrico que avalia treze manifestacdes
comportamentais da DA, tais como: delirio, agitacdo, depressao, ansiedade, euforia,
apatia, irritabilidade, distdrbios motores, apetite, despertar noturno, roncos, apneia
e sonoléncia diurna. De igual importancia, o desgaste do cuidador ao lidar com tais

sintomas diminuiu em torno de em 26% apds uso do probidtico pelo paciente.

No que tange aos marcadores inflamatorios, endécrinos e de estresse
oxidativo; observa-se uma expressiva recuperacao nos niveis de oxidacao proteica
com melhora em mais de 90%, um beneficio significativo na redugcédo do valor de
cortisol sérico em jejum, bem como um relevante avanco no perfil glicémico em

relacdo a resisténcia insulinica, Glicemia Média Estimada e Hemoglobina Glicada.

Portanto, constata-se que a modulagéo intestinal através da suplementacéo
probidtica foi capaz de interferir nos estados inflamatérios sistémicos,
neuroenddcrinos disfuncionais bem como no desequilibrio do estresse oxidativo. Tal
achado pode explicar a melhora clinica nos parametros cognitivos e psiquiatricos
observados nos individuos com DA desta amostra.

A grande maioria do arcabouco cientifico sobre o eixo intestino-cérebro se
baseia em estudos pré-clinicos em modelos animais. A inovagcdo presente nesta
pesquisa advinda da comprovacao dos efeitos benéficos de um probidtico com cepa
e dosagem pré-determinada em pacientes com DA reforcam a necessidade de
percorrer este caminho fisiopatologico como oportunidade terapéutica modificadora
de doenca. Por fim, o impacto desta abordagem atingira ndo somente a ciéncia, mas
também a saude publica pela reducéo dos custos com internacgdes e incapacidades
funcionais laborais destes individuos além do seio familiar com reducdo dos

sintomas e desgaste do cuidador.
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9. ANEXOS

A. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Efeitos de Probidticos nos Parametros que Caracterizam a Deméncia em
Pacientes com Doencga de Alzheimer

Quem Somos?

Dra Alyne MM Ton - Médica Neurologista e pos-doutoranda da UVV
Dr. Elisardo C Vasquez — Pesquisador e Professor da UVV

Dra. Denise Sayuri Calheiros da Silveira — p6s-doutoranda da UVV
Sarha Santos Andrade — médica e aluna de Mestrado da UVV
Larissa Martinelli - académica de Medicina da UVV

Rebeca Motta Morais Werly - académica de Medicina da UVV

Eu e minha equipe, estamos realizando uma pesquisa cientifica para avaliar
um novo tratamento para melhorar a cognicéo de pacientes portadores de Alzheimer
com uso de um suplemento aprovado pela Anvisa chamado de probiotico. Para isso,
precisaremos realizar alguns testes cognitivos, coletar amostras sanguineas, fecais e
de mucosa oral para dosagem de biomarcadores. Em seguida, vocé recebera o
probiotico a ser utilizado via oral 01 capsula ao dia durante 60 dias. Apés este periodo,
vocé novamente fara os testes cognitivos e dosagem dos biomarcadores. Finalmente,

apos 15 dias sem usar o probiotico, sera feita a Ultima analise cognitiva residual.

Os riscos envolvidos com a sua participagdo serdo: a contaminag¢do cutanea
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ou sangramento durante a coleta; possibilidade de hematomas apds a coleta
sanguinea e o surgimento de alteracdes gastrointestinais (constipacdo ou diarreia)

com o uso do probidtico.

No entanto, estes riscos e desconfortos serdo minimizados através de todo o
cuidado durante a coleta sanguinea que sera realizada apenas em trés ocasides
precedida pela higienizagdo adequada do local de coleta com alcool 70%, utilizagédo
de luvas descartaveis, realizacdo de compresséo da estrutura vascular para evitar o
aparecimento do hematoma. Além disso, todos os procedimentos serao realizados por
profissional treinado para minimizar os riscos decorrentes da coleta, caso ocorra o
hematoma a equipe médica e técnica estara a postos para intervir aplicando o curativo
compressivo e demais intervencdes necessarias. Os possiveis efeitos colaterais do

probiotico serdo monitorizados diariamente por profissionais envolvidos no projeto.

Ao participar da pesquisa, vocé podera ter uma melhora potencial da cogni¢cao
e qualidade de vida. Sua participacédo podera ajudar no maior conhecimento sobre a
doenca de Alzheimer, sobre a microbiota intestinal e podera também ajudar na
elaboracdo de projetos para incentivar novos tratamentos para a Doenca de
Alzheimer. Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas. O material com as suas
informacGes ficara guardado em local seguro sob a responsabilidade dos
pesquisadores com a garantia de manutencéo do sigilo e confidencialidade e que sera

destruido apds a pesquisa.

A divulgacéo dos resultados sera feita de forma a néo identificar os voluntéarios.
Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome ou qualquer informacdo que esteja relacionada com sua

privacidade.

Este documento que vocé esta lendo é chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a
qualquer momento. Sua participacao € voluntaria, o que significa que vocé podera

desistir a qualquer momento, bastando entrar em contato conosco.

Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacéo de
seres humanos vocé nédo receberd nenhum tipo de compensacgédo financeira pela
participacdo neste estudo. Vocé ficara com uma via deste Termo e toda a duvida que

vocé tiver a respeito desta pesquisa, poderd perguntar diretamente para o
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pesquisador responsavel: Sarha Santos Andrade através do e-mall

sarha.andrade@hotmail.com.

Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderdo ser
questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UVV localizado Prédio da Reitoria
no subsolo: na Rua Comissario José Dantas de Melo, n° 21, Boa Vista, Vila Velha-ES,
CEP: 29.102-770, Tel.: (27) 3421-2063, E-mail: CEP@uwv.br.

Horario de funcionamento: 22 a 52 07h as 12h e das 13h as 17h e 62 feira - 07h as 12h
e das 13h as 16h. Reclamacgfes e/ou insatisfacdes relacionadas a participacdo do
paciente na pesquisa poderao ser comunicadas por escrito a Secretaria do CEP/UVV,
desde que os reclamantes se identifiquem, sendo que o seu nome sera mantido em

anonimato.

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a
pesquisa Efeitos de Probiéticos nos Parametros que Caracterizam a Deméncia em
Pacientes com Doenca de Alzheimer, dos procedimentos nela envolvidos, assim como
dos possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participa¢éo. Foi-me garantido
gue posso retirar meu consentimento a qualguer momento, sem que iSso me traga

prejuizo ou penalidade.

Participante da Pesquisa (Paciente):

(assinatura, nome e CPF)

Declaro que compreendi 0s objetivos e procedimentos desta pesquisa, como ela sera
realizada, os riscos e beneficios envolvidos, e como responsavel pelo Sr.(a)

, inscrito em numero de CPF , declaro

que autorizo a participacao dele na pesquisa Efeitos de Probioticos nos Parametros
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que Caracterizam a Deméncia em Pacientes com Doencga de Alzheimer.

Responsavel do Participante:
(assinatura, nome e CPF)

Dra. Alyne MM Ton (CPF: 120.870.387-08)

Dr. Elisardo C Vasquez (CPF: 057.256.741-34)

Sarha Andrade Lobo de Queiroz (CPF: 116.337.176-90)
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