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RESUMO

HASSIB, L. C.; FERREIRA, F. R. Efeitos da disbiose entérica gestacional e neonatal durante o
neurodesenvolvimento sobre o comportamento e a expressao génica da prole. 2023. 95f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Preto,
2023.

As alteracOes na microbiota intestinal, conhecidas como disbiose, aparentam ter uma influéncia
significativa no neurodesenvolvimento do hospedeiro, podendo contribuir para a neurobiologia
de diversos transtornos psiquiatricos. A interacdo entre o microbioma do hospedeiro e seu
Sistema Nervoso Central (SNC) é bidirecional, ocorrendo através do eixo Cérebro-Intestino-
Microbiota (CIM), no qual o estresse desempenha um papel fundamental como fator modulador,
sobretudo no perfil dos microrganismos. Embora os mecanismos de interacdo do eixo CIM tenham
sido objeto de diferentes estudos notdaveis, ainda é necessario esclarecer a janela temporal em
que a disbiose pode causar maiores prejuizos no neurodesenvolvimento. Com esse objetivo, o
presente estudo investigou os impactos da disbiose intestinal durante a gestacdo ou no periodo
neonatal no comportamento e na expressado génica da prole nos periodos pré e pds-puberal. Para
isso, fémeas gestantes ou camundongos neonatos a partir de P.04 foram submetidos ao
Transplante de Microbiota Fecal (TMF), utilizando fezes provenientes de animais submetidos ao
protocolo de Estresse Cronico Variado (ECV). Os filhotes foram entdo submetidos a testes
comportamentais e eutanasiados para a extracdo de amostras de cortex e hipocampo com 21 ou
55 dias. Aos 21 dias, os filhotes das fémeas que receberam as fezes provenientes de animais
submetidos ao ECV durante a gestacdo apresentaram um menor nimero de comportamentos de
avaliacdo de risco no teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), maior tempo de imobilidade no
teste de Suspensdo pela Cauda (SC) e realizaram o comportamento de grooming facial em menor
numero de vezes no teste de Spray de Sacarose (SS) em comparacgdo aos filhotes de fémeas que
receberam fezes de animais controle sauddveis. Com 55 dias, os filhotes que sofreram a disbiose
durante a gestacao exibiram um maior nimero de comportamentos de avaliacdo de risco no LCE,
maior laténcia para comecar a comer no teste de Inibicdo da Alimentacdo Induzida pela Novidade
(IAIN) e para realizar o primeiro grooming facial no SS, no qual também realizaram um menor
numero de groomings faciais. Aos 21 dias, os filhotes apresentaram reducdes significativas na
expressdo de Sinapsina 1, Olig 1 e Sox 2 no hipocampo, genes relacionados a comunicagdo
sindptica, oligodendrogénese, formacdo de interneurbnios gabaérgicos e manutencdo da
pluripoténcia e metabolismo neuronal. Os animais que sofreram o TMF durante o periodo
neonatal apresentaram prejuizos comportamentais em todos os testes realizados (lAIN, LCE, SC e
SS), tanto com 21 quanto com 55 dias. Entretanto, nesses grupos ndao foram observadas as
mesmas redugdes na expressao de RNAm vistas nos animais que sofreram a disbiose gestacional.
Esses resultados sugerem que tanto a disbiose perigestacional quanto a neonatal produzem
alteragdes comportamentais compativeis com os transtornos comportamentais associados a
ansiedade e depressdo, que podem estar relacionadas a alteragbes neuroestruturais ou de
neurodesenvolvimento envolvendo a sinaptogénese, oligodendrogénese, metabolismo neural ou
diferenciacdo de interneurdnios gabaérgicos. A determinacdo da composicdo da microbiota
entérica dos diferentes grupos analisados esta sendo realizada para identificacdo dos grupos de
microrganismos alterados pelo TMF.

Palavras chave: microbiota, estresse, neurodesenvolvimento



ABSTRACT

HASSIB, L. C.; FERREIRA, F. R. Effects of gestational and neonatal enteric dysbiosis during
neurodevelopment on offspring behavior and gene expression. 2023. 95 p. Dissertation (Master's) -
Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Alterations in the gut microbiota, known as dysbiosis, appear to have a significant influence on the
host's neurodevelopment, potentially contributing to the neurobiology of various psychiatric
disorders. The interaction between the host's microbiome and its Central Nervous System (CNS)
is bidirectional and occurs through the Microbiota-Gut-Brain (MGB) axis, where stress plays a
fundamental modulatory role, including in the profile of microorganisms. Although the
mechanisms of interaction in the BGM axis have been the focus of several notable studies, the
temporal window in which dysbiosis may cause greater impairments in neurodevelopment needs
to be elucidated. Therefore, this study aims to investigate the impacts of intestinal dysbiosis during
gestation or the neonatal period on the behavior and gene expression of offspring during pre- and
post-puberty periods. To achieve this, pregnant female or neonate mice from P.04 underwent
Fecal Microbiota Transplantation (FMT) with feces from animals subjected to the Chronic Variable
Stress (CVS) protocol, and the offspring were subjected to behavioral tests and euthanized for
sample extraction from the cortex and hippocampus at 21 or 55 days. At 21 days, offspring from
females that received feces from animals subjected to CVS during gestation showed a reduced
number of risk assessment behaviors in the Elevated Plus Maze (EPM) test, increased immobility
time in the Tail Suspension Test (TST), and performed the facial grooming behavior less frequently
in the Sucrose Spray Test (SST) compared to offspring from females that received feces from
healthy control animals. At 55 days, offspring that experienced dysbiosis during gestation
exhibited an increased number of risk assessment behaviors in the EPM test and longer latencies
to begin eating in the Novelty-Induced Feeding Inhibition Test (NIFIT) and to perform the first facial
grooming in the SST, where they also exhibited a reduced number of facial groomings. At 21 days,
the offspring showed significant reductions in the hippocampal expression of Synapsin 1, Olig 1,
and Sox 2 genes, which are related to synaptic communication, oligodendrogenesis, the formation
of GABAergic interneurons, pluripotency maintenance, and neuronal metabolism. Animals
subjected to FMT during the neonatal period presented behavioral impairments in all tests
conducted (NIFIT, EPM, TST, and SST) at both 21 and 55 days. However, these groups did not show
the same reductions in mRNA expression observed in animals that experienced gestational
dysbiosis. These results suggest that both perigestational and neonatal dysbiosis produce
behavioral alterations consistent with anxiety and depression-related behavioral disorders, which
may be associated with neurostructural or neurodevelopmental changes involving synaptogenesis,
oligodendrogenesis, neural metabolism, or differentiation of GABAergic interneurons. The
determination of the composition of the enteric microbiota of the different analyzed groups is
currently being performed to identify the groups of microorganisms altered by FMT.

Keywords: microbiota, stress, neurodevelopment
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1. INTRODUCAO

1.1. ATeoria do Holobionte: um breve retrospecto sobre o estudo da microbiota
humana

Os microrganismos sdo considerados como a primeira forma de vida do nosso planeta? e,
apos mais de 3.8 bilhdes de anos de evolucdo, ocupam os mais diversos ambientes, podendo
ser encontrados até mesmo habitando em plantas e animais, como os seres humanos?.
Comunidades microbianas existem em toda a superficie do hospedeiro humano?, de forma
que cada local do corpo apresenta uma ecologia Unica. Elas sdo formadas por bactérias,
fungos, virus, archeas e protozodrios*, mas numericamente s3o dominadas pelas bactérias®,

que consequentemente ganharam mais atencdo dos pesquisadores nas Ultimas décadas®.

Estima-se que para cada célula humana haja, pelo menos, uma célula bacteriana
habitando no corpo do hospedeiro’. Somente no intestino vivem, em média, 100 espécies de
bactérias distribuidas em mais de 8000 cepas?, que em conjunto expressam de 2 a 20 milhdes
de genes, enquanto o corpo humano expressa de 20 a 25 mil, de forma que o microbioma
expressa cerca de 100 vezes mais genes corpo humano em si°. Esses microrganismos
coevoluiram com os nossos ancestrais, atuando de forma dinamica em seus corpos ao longo
de cada estagio da vida, da gestacdo e nascimento a morte e decomposicdo®. Essa coevolucdo
moldou os fendtipos dos hospedeiros e de sua microbiota associada, criando a necessidade
de estuda-los como uma unidade evolutiva, conhecida como organismo holobionte®, que

integra relacdes genéticas e metabdlicas para melhor se adaptar ao meio.

A influéncia microbiota sobre os diferentes sistemas regulatdrios do hospedeiro, como o
sistema imune!!, enddcrino® e nervoso!?, impacta diferentes processos fisiolégicos e
patolégicos, como o envelhecimento!?, a carcinogénese®®, processos autoimunes'® e, inclusive,
o desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos!’. Um modelo animal que evidencia a
importancia da microbiota para a saude do hospedeiro sdo os animais Germ-Free (GF; livres

de germes). Estes animais apresentam, entre outros problemas, deficiéncias na fun¢do imune



14

e respostas inflamatdrias'® e metabdlicas!®, assim como na integridade da barreira
hematoencefalica?®, comunicacdo sindptica?!, neurogénese?? e angiogénese?, e prejuizos

comportamentais relacionados a resposta ao estresse?*, cogni¢do?! e sociabilidade®.

Em humanos, os primeiros registros sobre o uso terapéutico da microbiota datam do
século 4, na China?°. Apesar dos microrganismos serem desconhecidos pelas pessoas, eles ja
eram utilizados nas “Yellow Soup”, solucdes feitas a partir das fezes de pessoas sadias que
eram utilizadas como tratamento para envenenamento e quadros de diarreia, que durou por
séculos?®. Ja na Europa, os primeiros registros do uso terapéutico da microbiota em humanos
foram feitos nos séculos 18, 19 e da Segunda Guerra Mundial, onde bactérias do trato
gastrointestinal eram administradas em soldados alemdes sofrendo de disenteria nas

campanhas pelo Norte da Africa?26.

Contudo, somente nos ultimos 20 anos os estudos sobre a microbiota ganharam
notoriedade, com um crescimento exponencial?’. Esse aumento recente nas pesquisas sobre
o tema pode ser explicado pelas evolugbes nas ferramentas de sequenciamento e
caracterizacdo metagendmica?®, que reduziram os custos nas andlises e permitiram que a
caracterizacdo microbioldgica, antes feitas a partir do cultivo em meio de cultura, fosse feita
mais rapida e em maiores escalas. Essas inovac¢des foram fundamentais em particular para o
estudo da microbiota entérica, que por ser composta majoritariamente por microrganismos
anaerdbicos?®® e pela caréncia de meios comerciais3®, foi por muito tempo considerada

incultivadvel®! e, ainda hoje, apresenta limitacdes3%31,

Por outro lado, além das evolucdes tecnoldgicas comentadas, as mudancas drasticas do
ambiente humano no que tange salde e saneamento também contribuiram com o aumento
das pesquisas na area32. Diferentes inova¢des médicas e de salde publica nos ultimos 300
anos permitiram que a humanidade deixasse de apresentar sociedades de duas geracdes e
passasse a conviver com quatro ou mais gera¢des em uma mesma familia3®, como a
descoberta dos microrganismos34, o desenvolvimento da teoria microbiana das doencas*, o
desenvolvimento de técnicas de vacinacdo3, esterilizacdo e saneamento®, e a descoberta e
uso em escala industrial de antibidticos3®. Contudo, com essas inova¢des acompanhamos o
avanco dos males do século XXI: de casos de alergias®’, asma3?, diabetes® e obesidade*® a

transtornos neuropsiquidtricos!’. Estamos presenciando o aumento do nimero de doencas
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que potencialmente estdo ligadas a disbiose!”3’%°, como ficaram conhecidos quadros de

desequilibrio da microbiota intestinal*42,

1.2. Comunicacdo entre cérebro e intestino

1.2.1. Nervos e neurotransmissores

O Sistema Nervoso Auténomo (SNA) contém neurdnios localizados no sistema nervoso
central (SNC) e periférico, sendo composto de 3 divisGes: simpatica, parassimpatica e
entérica®®. O termo autonomia vem do grego para “independente”, uma vez que a muitas
vezes as funcdes do SNA sdo executadas sem controle voluntério consciente®®. Fung¢bes chave
do trato gastrointestinal, como permeabilidade e motilidade, secrecao de bile, producao de
bicarbonato e muco, e a resposta imune da mucosa s3o todas controladas pelo SNA*®. Por
outro lado, aferéncias desse sistema também encaminham informacgdes das visceras para

serem processadas no SNC*,

A atividade autondmica do trato gastrointestinal é regulada tanto por eferéncias do SNC
quanto por aferéncias do préprio intestino, capazes de serem moduladas pela microbiota®’.
Por exemplo, ja foi demonstrado em camundongos que metabdlitos produzidos pela bactéria
Campylobacter jejuni podem interagir com sinapses do SNA provocando uma ativagdo do
nervo vago e resultando na ativacao direta do marcador de atividade neuronal c-Fos nos
ganglios sensoriais vagais e no nucleo do trato solitario, que atua como nucleo de
retransmissdo sensorial primario para o nervo Vago*. Esse nervo é o principal componente
do Sistema Nervoso Parassimpdtico e estabelece uma conexdo entre o cérebro e o trato

gastrointestinal, enviando informac&es das visceras ao encéfalo por meio de suas aferéncias®.

Recentemente, Sgritta e associados® foram além em sua pesquisa sobre a comunicagio

vagal entre o encéfalo e a microbiota. O grupo demonstrou que o tratamento com
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Lactobacillus reuteri reverte prejuizos sociais em modelos animais de Transtorno do Espectro
Autista (TEA) de forma dependente do nervo Vago, induzindo plasticidade sindptica na Area
Tegumentar Ventral (ATV) de camundongos. Nesse modelo, animais vagotomizados ndo

apresentaram melhoras com o tratamento com L. reuteri.

Sob condi¢des normais, o nervo Vago projeta fibras para o Nucleo Paraventricular e
estimula a liberacdo de ocitocina para neurénios dopaminérgicos da ATV. No modelo proposto
por Sgritta, o tratamento com L. reuteri também ndo gerava efeito em animais que nao
apresentavam receptores para ocitocina nos neurénios dopaminérgicos da ATV. Dessa forma,
fica evidente o papel da microbiota gastrointestinal na modula¢do do sistema ocitocina-
dopamina na ATV, fundamental para a regulacdo de comportamentos sociais e direcionados
a objetivos e recompensas®! e para a neurobiologia da anedonia®?>°3, Esses resultados
corroboram com os dados de Yang e colaboradores, publicados em 2019, que demonstraram
qgue o transplante fecal de ratos que apresentam comportamento anedOnico para ratos
saudaveis provoca o mesmo tipo de comportamento nos receptores, de forma dependente
da microbiota®*, e com o trabalho de Zhao e associados, que demonstraram os efeitos
antidepressivos e a diminuicdo do comportamento tipo aned6nico em camundongos tratados

com probidtico Lactobacillus plantarum?>.

Evidéncias recentes também demonstram que a microbiota influencia o desenvolvimento
do Sistema Nervoso Entérico (SNE) durante periodos criticos do desenvolvimento®®. O SNE é
uma das divisdes do SNA>’ que contém mais neurdnios do que a medula espinhal®® e seu
desenvolvimento ocorre primariamente da embriogénese, mas continua no periodo pds-natal
com a proliferacao de células progenitoras e a diferenciacdo de neurénios para a formacdo de
circuitarias neuronais®®. Anormalidades no SNE s3o relacionadas a doencas intestinais como a
Doenca de Chron®® e em disturbios do SNC, incluindo TEA, Alzheimer (AZ) e Parkinson(PA)®°.
As principais formas de interacdo entre a microbiota e o SNE durante o desenvolvimento
ocorrem através de Receptores de Reconhecimento de Padrdes, incluindo os Toll-like
Receptores (TLRs), em particular o TLR2 e TLR4, que sdo receptores presentes nas células
imunes do hospedeiro que atuam reconhecendo estruturas microbianas e gerando sinais

intracelulares geralmente relacionados com a ativacdo imune 6162,

A microbiota humana também compartilha uma linguagem neuroquimica com seu

hospedeiro®® que comecou a ser decifrada na década de 1990, quando foi demonstrado que
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bactérias respondem a moléculas neuroenddcrinas humanas como epinefrina e
noraepinefrina®®4. Hoje ja existem diversas evidéncias das interacdes dos microrganismos
com o hospedeiro e seu SNC mediadas por neurotransmissores®. Boa parte desses
neurotransmissores é sintetizada no trato gastrointestinal e tém sua biossintese influenciada
pela microbiota, como, por exemplo, 90% da serotonina do corpo, que exerce papel
fundamental tanto na patogénese de transtornos neuropsiquidtricos quanto em doengas
intestinais como a Sindrome do Intestino Irritavel®®®’. Além de influenciar a biossintese desse
neurotransmissor pelas células Enterocromafins, diversas bactérias como Streptococcus spp.,
Enterococcus spp., Escherichia spp., Lactobacillus plantarum, Klebsiella pneumonia, e
Morganella morganii também s3o capazes de produzir serotonina®. Além da serotonina, 50%
da biossintese da dopamina do corpo®® é realizada por neurdnios e células epiteliais do trato
gastrointestinal de forma influenciada pela composicdao da microbiota, onde bactérias como
Lactobacillus, Serratia, Bacillus, Morganella e Klebsiella também produzem e respondem a

norepinefrina, GABA e outros neurotransmissores>®.

1.2.2. Sistema Imune

Durante a gravidez o feto ndo apresenta um microbioma bem estabelecido!!. No
nascimento a situacdo muda conforme as superficies e mucosas do corpo, incluindo o trato
gastrointestinal, sdo progressivamente colonizadas por microrganismos, expondo
diretamente o sistema imunoldgico neonatal imaturo a potenciais patdgenos®*. Contudo, sabe-
se que animais GF apresentam baixas concentra¢cées de imunoglobulinas, linfopenia, pools de
leucécitos reduzidos na medula éssea e funcdes alteradas na resposta imune inata e
adaptativa®®79, deixando claro que a microbiota no periodo neonatal é fundamental para o

treinamento do Sistema Imune’?.

De fato, o Sistema Imune é uma importante via de comunicacao entre as partes do eixo
CIM. Animais GF apresentam reducdo em numero e tamanho das Placas de Peyer presentes
no Intestino Delgado®!. Essas placas sdo agregados de nddulos linfaticos que compde o Tecido

Linfatico Associado ao Intestino (GALT) e possuem a capacidade de transportar antigenos e



18

bactérias luminais, sendo consideradas os sensores imunoldgicos do intestino’?. Em humanos
com a microbiota sauddvel, a apresentagdao dos microrganismos para o Sistema Imune através
das Placas de Peyer leva a produc¢do de IgA por linfocitos B maduros’? e a diferenciacdo de
linfocitos T naive em Th2 e Treg’4, responsaveis por um perfil anti-inflamatério na mucosa
intestinal’4, que esta relacionado a uma maior plasticidade e densidade sindptica encefélica,

assim como a fungdes regulatérias na microglia’>’®.

Associado a estes mecanismos, tem sido mostrado que em pacientes com TEA, que
apresentam alteracdes na composicdo da microbiota intestinal, a disbiose provoca uma maior
producdo de IgG, relacionada com processos autoimunes’4, ao recrutamento de neutrdfilos e
macrofagos’*7> e a diferenciac3o de linfécitos T naive em linfécitos Thl e Th17, que provocam
uma resposta proé-inflamatdéria na mucosa intestinal’4. Essa resposta estd relacionada a uma
sinaptogénese anormal, menor densidade sinaptica e ativacdo da microglia no encéfalo dos

pacientes’, gerando neuroinflamacg3o e agravando a progressao da TEA7>7°,

Em 2016, Agliero e associados contribuiram de forma significativa ao conhecimento sobre
a maturacado do Sistema Imune através da microbiota com o achado de que a microbiota
materna durante a gestacdo ja influencia o desenvolvimento da resposta imune inata da
prole!!. Eles colonizaram fémeas GF com uma cepa modificada de Escherichia coli HA107
durante a gestacdo que sé permanecia no intestino por poucos dias, apds os quais as fémeas
voltavam ao status GF e seus filhotes nasciam sem qualquer contato com microrganismos. Em
comparagao aos filhotes nascidos de uma gravidez inteiramente GF, os filhotes de fémeas que
sofreram essa colonizagdo transiente apresentaram aumento nas popula¢des intestinais de
células linféides mononucleares, assim como um aumento na expressao intestinal de genes
que codificam peptideos antibacterianos epiteliais. Por fim, também evitavam mais
facilmente o desenvolvimento de processos inflamatérios intestinais em resposta a moléculas
microbianas. Essas evidéncias indicam que, apesar do periodo neonatal de fato ser uma janela
importante para a maturagao do Sistema Imune, esse processo ja comeca durante a gestacao

sendo modulado pela microbiota materna.

Em relacdo ao treinamento e aperfeicoamento do Sistema Imune Adaptativo através da
microbiota intestinal, atualmente sabe-se, entre outras coisas’!, que bactérias do género
Clostridia e da espécie Bifidobacterium bifidum atuam tanto em animais neonatos quanto em

adultos aumentando a populacdo de Linfdcitos Treg’’~’°. Também ja foi demonstrado que
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probidticos contendo bactérias filamentosas induzem a diferenciacdo de linfécitos Th17 em
camundongos adultos®, que peptideoglicanos de bactérias gram-negativa induzem o
recrutamento de linfocitos B naive para o intestino para que amadurecam®!, e que em

neonatos promovem o aumento da concentracdo plasmatica de IgA em detrimento de IgE®2.

O trato gastrointestinal é o maior 6rgdo linfoide do corpo em nimero de células linféides>®
e esta em constante comunica¢do com os trilhdes de microrganismos que habitam nele. Uma
das principais fun¢des da camada epitelial do intestino é limitar o contato da microbiota com
os tecidos viscerais®®’?, e ela faz isso a partir da secre¢cdo de um muco protetor, onde ocorre
a maioria das intera¢des entre microbiota e hospedeiro’2#3, E fundamental que o Sistema
Imune saiba identificar potenciais organismos patogénicos, mas, ao mesmo tempo,

diferencia-los da microbiota saudavel do hospedeiro®3.

1.2.3. Vias enddcrinas e metabdlicas

Além das vias nervosas e imunes, a microbiota e o SNC do hospedeiro podem se comunicar
através de horménios e metabdlitos liberados na corrente sanguinea®?. O cortisol liberado a
partir da ativacdo do eixo HPA, por exemplo, atua acelerando a motilidade gastrica®,
prejudicando a adesao de microrganismos com menor capacidade de aderéncia a mucosa e
influenciando o perfil da microbiota®*. Por outro lado, Messaoudi e associados mostraram
com um estudo clinico duplo-cego, paralelo e controlado por placebo que o tratamento com
Lactobacillus helveticus RO052 e Bifidobacterium longum R0175 em pacientes saudaveis
reduziu a presenca de cortisol na urina dos pacientes®. Esse resultado, junto dos que serdo
discutidos no tépico 1.4 mostram que o eixo HPA, capaz de modular o perfil da microbiota

intestinal®*, também sofre influéncia da mesma®.

As bactérias intestinais também s3ao capazes produzir moléculas que mimetizam ou
interferem com peptideos e hormonios reguladores do apetite humano, como a Grelina, GLP-
1 e PYY®2 Bicked e colaboradores demonstraram em 2004 que animais GF s3o menos

propensos a desenvolverem obesidade decorrente de uma alimentacdo rica em gordura®.
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Eles apresentam um menor percentual de gordura corporal e, quando colonizados com a
microbiota de animais saudaveis, apresentam ganho de 60% na gordura corporal, sugerindo
uma relacdo entre a microbiota e a obesidade. Desde entdo, outros estudos ja demonstraram
que a transferéncia de microbiota para animais GF proveniente de animais obesos ou abaixo
do peso provoca o mesmo perfil nos animais receptores!?. Isso sugere que a microbiota
intestinal pode influenciar ndo apenas o metabolismo do seu hospedeiro como também a

ingestdo de alimentos e a regulacdo do apetite.

Outras moléculas produzidas pela microbiota intestinal, como os Acidos Graxos de Cadeia
Curta (AGCCs), podem atravessar as barreiras gastrointestinal e hematoencefdlica, atuando
no SNC do hospedeiro®. Schroeder e colaboradores demonstraram em 2007 o efeito
antidepressivo do Butirato de Sédio no cérebro de roedores®®. O butirato é um AGCC que,
quando administrado de forma sistémica pelo grupo, induziu uma acetilacao transitéria de
curta duracdo nas histonas do cdrtex pré-frontal e hipocampo com consequentes mudancas
na expressao de fator neurotréficos derivado do cérebro (BDNF) e uma redugdo do
comportamento tipo depressivo dos roedores. Isso porque, além de moléculas sinalizadoras,
os AGCCs sdo inibidores da histona deacetilase®?, sendo importantes reguladores da

expressao génica.

No intestino, a producdo diaria de AGCCs depende da ingestdo dietética de fibras e da
composi¢cdo da microbiota®®®3 e eles servem de fonte de energia para as células epiteliais®3,
regulam a integridade do epitélio®*, regulam os niveis de mucina e influenciam a motilidade
gastrica®*. Sistemicamente, os AGCCs atuam na regula¢do da pressdo sanguinea®, do ritmo
circadiano®®, e dos sistemas Imune e Nervoso®’. Desse modo, queda nos niveis de AGCCs tém
sido reportadas em diversas doencas neuropsiquiatricas, incluindo anorexia®®, PA%, AZ%,
TEA9Y,  Ansiedade!®? e depressdol®. Diversos prebidticos, como a Inulina e
Frutoligossacarideos, sao fibras que quando fermentadas pela microbiota intestinal, levam a

producdo de AGCCs'%,

Considerando a capacidade de influenciar a funcdo de érgaos e sistemas distais, em muitos
aspectos a microbiota intestinal se assemelha a um 6rgdo enddcrino®®. Com isso, atualmente
sabe-se que existem diversas possiveis vias de comunicacdo entre o cérebro e o intestino,

desde vias neuronais intrincadamente inervadas e altamente modificaveis a vias imunes e
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enddcrinas repletas de cascatas de sinalizacdo e mecanismos de feedback finamente

regulados, que podem agir de forma sinérgica ou antagdnica'® (Figura 1).
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Figura 1: O eixo CIM. Fonte: Cryan e colaboradores®. Esquema descrevendo as vdrias vias bidirecionais
conhecidas de comunicac¢do entre a microbiota intestinal e o cérebro, incluindo respostas imunomoduladoras,
inervacdo neuronal, sinalizacdo enteroenddcrina e de metabdlitos microbianos. CCK: colecistocinina. GLP-1:

peptideo-1 semelhante a glucagon. IL: interleucina. PYY: peptideo YY. TNF: fator de necrose tumoral. SCFA: acido
graxo de cadeia curta.
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1.3. A microbiota materna e o neurodesenvolvimento

A forte comunicacdo entre a microbiota e o SNC estudada nas Ultimas décadas'’ e a grande
influéncia do meio no neurodesenvolvimento® fizeram surgir um recente interesse sobre a
influéncia da microbiota materna sobre a colonizagdo e maturagao da microbiota dos filhos e
seu neurodesenvolvimento®. Um importante estudo conduzido por Drell e colaboradores!®”
ja demonstrou uma grande plasticidade do perfil da microbiota neonatal frente a alteraces
na microbiota materna, apresentando mudangas no perfil dos microrganismos que sao
causadas desde o tipo de parto (natural ou cesdrea) até devido ao perfil de microrganismos
presentes na aréola mamaria da mae e em sua cavidade oral. Crian¢as nascidas de parto
normal tém contato com a microbiota vaginal da mae, o que leva a colonizagdo do intestino
por bactérias da microbiota vaginal, como Lactobacillus e Prevotella, enquanto criancas
nascidas de cesdrea ndo tém essa exposicdo direcional a microbiota da mae, sendo
colonizados majoritariamente por bactérias da pele da mae, da equipe do hospital e do
ambiente hospitalar®. Essa diferenca da composicdo das bactérias decorrente do tipo de parto

108 contudo, estudos

diminui ao longo do primeiro ano de desenvolvimento da crianca
recentes mostram que a microbiota materna pode estar associada ao aumento do risco de a
crianca desenvolver asma3?, alergia®’, diabetes tipo 13° e com maiores incidéncias de

obesidade?°.

Jing Lu e associados foram além e demonstraram que os microrganismos residentes no
intestino de bebés prematuros que apresentam desenvolvimento lento, o que estd
relacionado a déficits no neurodesenvolvimento?, sdo capazes de causar o mesmo fendtipo
em animais GF colonizados com essa microbiota, com a presenca de marcadores
neuroinflamatérios e prejuizo no desenvolvimento de neurénios e oligodendrécitos, com
maior atividade glutamatérgica no encéfalo e menor atividade dopaminérgica e
serotoninérgica nesses animais''®. Por outro lado, a microbiota de bebés prematuros com
desenvolvimento rdpido ndo causou esses prejuizos nos camundongos que tiveram a
microbiota humanizada, sendo associada a uma queda dos niveis dos marcadores

inflamatdrios102.110,
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Esse achado estd de acordo com a Hipdtese das Origens Desenvolvimentistas da Saude e
da Doenca (DOHaD; do inglés Developmental Origins of Health and Disease), que propde que
os primeiros mil dias de vida compde uma janela critica para o crescimento e desenvolvimento,
sendo particularmente sensiveis a estimulos ambientais!!!. Isso porque vias de comunicacdo
gue sustentam as capacidades regulatérias do organismo, como vias metabdlicas, endécrinas,
neurais e imunes, estdao sendo moldadas e sdo altamente influenciadas pelos pais e ambiente
que circunda a crianca antes mesmo do nascimento!!l. Juntas, elas podem modulam o
desenvolvimento dos filhos, de maneira a garantir uma vida sauddvel ou aumentar o risco de

doencas futuras®?,

Em relacdo aos transtornos mentais, estudos clinicos e pré-clinicos ja demonstraram que
a saude mental materna antes e durante a gravidez, assim como o estresse pré-natal e os
hormonios do estresse liberados pela mae durante o neurodesenvolvimento da prole, estdo
associados a saude mental dos filhos em geracGes subsequentes, sendo relacionados a
problemas no neurodesenvolvimento e alteracdes comportamentais, além de queixas
gastrointestinais na prole!314 onde pode inclusive alterar o perfil inflamatério do intestino
e assim influenciar as bactérias que poderao se desenvolver no trato gastrointestinal dos filhos
apds o nascimento'®”. A microbiota, como um importante fator no desenvolvimento dos
sistemas regulatérios do hospedeiro3?, também tem sido caracterizada como um ponto
fundamental para o desenvolvimento do SNC?**'14, de forma uma metandlise recente
publicada pelo nosso grupo (Anexo A)'*> demonstrou que alteracdes na microbiota materna
durante o periodo gestacional provocam prejuizos comportamentais na prole, em particular

no que tange o comportamento social e estereotipado.

Os achados sobre o papel da microbiota sobre as funcdes mais complexas do encéfalo
chamaram a atencdo para a participacdo na saude mental da crianc¢a ja nos primeiros anos de
vida. Neste sentido, foi visto que em criancas de 2 a 12 anos, a riqgueza e qualidade da
microbiota entérica tém grande influéncia sobre a expressdo do comportamento social'*®. Por
exemplo, um estudo conduzido por Kang e colaboradores’® analisou a microbiota intestinal
de 40 criancas submetidas a 4 diferentes escalas de diagndstico para identificacdo do TEA. O
trabalho demonstrou que géneros de bactérias como Coprococcus (do filo Fimicutes) e
Prevotella (do filo Bacteroidetes) sdo observados em abundancia em criancgas neurotipicas, ou

seja, aquelas que ndo manifestam problemas de desenvolvimento neurolégico. Porém, esses
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géneros encontram-se reduzidos em criancas que manifestam TEA. Esta relacdo também foi
descrita para o género Bacteroides, outro representante do filo Bacteroidetes. Estudos
observacionais sugerem que criancas com maior riqueza deste grupo desenvolvem melhor a

linguagem expressiva e sdo mais receptivas quando observadas aos 2 anos de idade.

Em relagdo a disbiose no periodo gestacional, Vuong e colaboradores!® demonstraram
recentemente em animais que o tratamento com grandes doses de antibidéticos em fémeas
durante a gestagdao mimetiza fendtipos de animais GF, como a redug¢do do tamanho do ceco,
e altera a expressao de 333 genes no encéfalo dos embrides. Entre esses genes estd o Netrin
G1 (NTNG1), que codifica a proteina Netrin-Gla, expressa em axonios talamocorticais em
desenvolvimento. Como consequéncia, os embrides apresentavam menor volume axonal nos
axonios talamocorticais em E14.5 e prejuizos tateis identificados pelo teste de Von Frey

quando testados apds o desmame.

Em humanos, um amplo trabalho conduzido em Shangai acompanhou a gravidez de 410
maes e registrou, através de questiondrios, quais delas apresentaram sintomas de depressao
e ansiedade antes e durante a gravidez!!’. De forma condizente com a literatura, os filhos de
mades que apresentavam esses sintomas possuiram maior incidéncias desses transtornos, e a
analise do meconio destas criancas, as primeiras fezes, mostrou que a primeira microbiota dos
filhos de maes que manifestaram os sintomas psiquidtricos apresentou uma populacado
predominante de bactérias do filo Proteobacteria. Ja nos filhos gerados em uma gravidez sem
relatos de depressdo ou ansiedade predominava o filo Actinobacteria, sugerindo que a saude
mental materna pode influenciar o perfil da microbiota gestacional*'?, contribuindo para o
perfil de microrganismos que ird formar a primeira microbiota do bebé, com possiveis efeitos

para a saude mental da crianga em seus primeiros meses de vida.

Além disso, ja foi correlacionada a menor diversidade bacteriana do trato gastrointestinal
materno durante o terceiro trimestre gestacional com um maior comportamento
internalizante dos filhos até dois anos apds o parto!*®. Esse comportamento é caracterizado
pela dificuldade de se expressar ou demonstrar suas questées, bem como por apresentar
pouco interesse em estabelecer interacdes sociais. Criancas que apresentam esses
comportamentos muitas vezes sdao descritas como timidas, introspectivas e com baixa
autoestima. E o quadro internalizante é relacionado com o desenvolvimento transtornos de

ansiedade e depressdo!*®. Ja os filhos de m3es que que possuiam uma microbiota intestinal
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mais diversa apresentavam comportamento dito normativo aos 2 anos, ou seja, sem
alteracbes relacionadas a transtornos mentais!'®. Além de evidenciar a importancia da
composi¢ao da microbiota intestinal materna no desenvolvimento dos filhos, esse trabalho
evidencia a importancia do momento em que a exposi¢cao a alteragdes da microbiota materna

durante a gestagdo ocorre para ocasionar consequéncias no neurodesenvolvimento.

1.4. O estresse e a disbiose impactam o neurodesenvolvimento e a salude mental

O conceito de estresse foi originalmente utilizado na fisica para descrever eventos que
podem produzir desgastes e deformacdes!’®. Na década de 1930, Hans Selye definiu
biologicamente o estresse como uma ameaca real ou potencial a homeostase, imposta por
diferentes estimulos nocivos que poderiam levar a vdrias alteracdes fisioldgicas e,
eventualmente, a morte!!¥129, Selye também contribuiu para a popularizacdo do termo
estresse em seus livros “Estresse: a tensdo da vida” e “Estresse sem sofrimento”'°. J4 na
década de 1960, Paul Meeth postulou, do ponto de vista clinico, que os tracos genéticos
interagem com o ambiente para produzir disturbios como depressao, ansiedade ou EZ, o

modelo de didtese-estressel?!,

De fato, nos ultimos sessenta anos a literatura discutiu a relagdo entre estresse,
caracteristicas genéticas e a suscetibilidade a transtornos psiquiatricos'??123, Por exemplo, o
risco relativo do inicio dos sintomas do Transtorno Depressivo Maior (TDM) pode ser até cinco
vezes maior no més em que ocorre um evento estressante na vida do paciente!?4. Além disso,
ndo apenas pacientes com Transtorno Bipolar (TB) também relatam mais exposicGes a eventos
estressantes antes de recaidas!?®>, como também ja foram realizadas correla¢bes entre
eventos estressantes e o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), o comportamento

suicida e a Ez126-128,

Apds décadas de estudos sobre a influéncia do estresse na etiologia de diferentes

transtornos neuropsiquiatricos, um trabalho relevante realizado por Sudo e colaboradores em
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2004, demonstrou que camundongos GF apresentavam maior liberacdo de hormonio
adrenocorticotrépico (ACTH) e corticosterona, importantes na regulagao do eixo Hipotdlamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA) e diretamente relacionados a resposta ao estresse, frente a duas
horas do estresse de restricdo, quando comparados a camundongos com microbiota
saudavel?®. Essa resposta exagerada do eixo HPA em animais GF era revertida se os
camundongos tivessem a microbiota intestinal reconstituida com as fezes de animais controle
Specific Pathogen Free (SPA; livres de patdgenos) em fases juvenis, mas ndo quando adultos.
Esse resultado embasou uma série de estudos presentes na literatura que demonstram o
papel da microbiota gastrointestinal na regulagdo e desenvolvimento dos sistemas de
resposta ao estresse'?®~131, Em 2021, Karen e associados foram além e demonstraram que a
suplementacao com Lactobacillus paracasei nos filhotes em um modelo de estresse por
separagao materna em ratos foi capaz de atenuar os efeitos do estresse no comportamento
tipo ansioso dos filhotes, acompanhado de uma reduc¢do nos niveis de ACTH e
Corticosterona®3?2. Tais resultados indicam que a exposi¢do a microrganismos em fases iniciais
do desenvolvimento é necessaria para que hospedeiro responda melhor a regulacdo inibitoria

do eixo HPA.

Dessa forma, a hipdtese de que a microbiota intestinal pode regular a resposta ao estresse
do hospedeiro abriu portas para diversos trabalhos na ultima década, que ampliaram estas
evidéncias e indicam que o eixo Cérebro-Intestino-Microbiota (CIM) exerce papel ainda mais
relevante na regulacdao de fungdes cerebrais, particularmente em processos emocionais,
cognitivos, comportamentais e na modulacdao de respostas ao estresse relacionadas ao eixo
HPA?4133_ Os trabalhos mostram, por exemplo, que a transferéncia da microbiota de animais
submetidos ao estresse que apresentam prejuizos comportamentais para animais GF é capaz

134

de induzir as mesmas alteracdes observadas nos animais doadores*?*, além de prejudicar a

neurogénese hipocampal, o que estd diretamente relacionado aos sintomas do TDM120:134.135,

Esses resultados deixam clara a forte comunicacao bidirecional que ocorre entre encéfalo
e intestino, uma vez que o estresse ao qual os animais doadores sdo submetidos é capaz de
alterar o perfil de sua microbiota intestinal e a transferéncia desta para animais receptores é
capaz de provocar prejuizos neuroldgicos e comportamentais similares aos dos doadores. Em
humanos, ensaios clinicos randomizados com probidticos reforcam a relacdo entre a

136

microbiota intestinal e a resposta ao estresse Por exemplo, a suplementacdo de
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probidticos melhorou o sono, os habitos alimentares e reduziu os niveis de estresse e cortisol
em estudantes de medicina japoneses!3’. Essa comunicacdo é uma possivel explicacdo do
porqué pacientes que apresentam queixas gastrointestinais decorrentes de doencas
inflamatodrias intestinais, como a doenga de Crohn, apresentam maior incidéncia de
transtornos como a depressao e ansiedade, e pacientes com esses transtornos apresentem

mais problemas gastrointestinais®38,

Desse modo, a literatura tem evidenciado que, em particular para o SNC, a microbiota
intestinal atua no neurodesenvolvimento?®?, na modula¢3o da resposta ao estresse??, e estd
envolvida em doencas neurodegenerativas como AZ e PA'°, assim como no TEA*® e em
transtornos de ansiedade!*® e de humor, como o TDM*L, Por fim, a complexidade genética
do microbioma e o dinamismo das interagdes entre a microbiota intestinal e o SNC através do

eixo CIM talvez compreenda uma das vias de comunica¢do mais complexas ja conhecidas®>,

1.5. Hipdtese

As recentes evidéncias apresentaras deixam clara a importancia da microbiota intestinal
para o neurodesenvolvimento!?® e para a modulagdo de sistemas regulatérios?* com potencial
para influenciar o comportamento, e evidenciam possiveis mecanismos pelos quais essa
interacdo ocorre®®. Contudo, a janela temporal é de suma importidncia para o

desenvolvimento, em particular do sistema nervoso!4?

, € foi pouco explorada até o momento
no que tange as interacdes do eixo CIM. Dessa forma, a hipdtese avaliada no presente
trabalho é de que a disbiose em diferentes momentos do desenvolvimento (durante a
gestacdo, amamentacdo e na vida adulta) ird impactar de diferentes formas o comportamento
dos hospedeiros. A fim de explorar essa hipdtese os animais serdo analisados através de
testes comportamentais, avaliando comportamento tipo depressivo e tipo ansioso, além de

analises de biologia molecular avaliando a expressdao de genes relacionados com a

sinaptogénese, oligodendrogénese, diferenciacdo de interneurdnios, pluripoténcia de
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progenitores neurais, e neuroplasticidade. A andlise da composi¢cdo da microbiota dos grupos

avaliados também sera realizada, através de técnicas de sequenciamento de nova geragao.

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Tomadas em conjunto as evidéncias mais recentes, o presente estudo tem como objetivo
investigar se a microbiota intestinal, nas diferentes fases do desenvolvimento neural da prole,
exerce influéncia sobre o padrdao comportamental e de expressdao génica associados a

transtornos de humor e ansiedade na vida adulta.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Investigar se a transferéncia da microbiota fecal provenientes de camundongos
submetidos ao protocolo de Estresse Crénico Variado (ECV) para animais adultos é
capaz de induzir prejuizos comportamentais e alteracGes na expressdo génica

associados a depressao e ansiedade;

2.2.2. Investigar se a transferéncia de microbiota fecal proveniente de camundongos
submetidos ao ECV para neonatos saudaveis, ao longo da amamentacao, é capaz
de induzir prejuizos comportamentais e alteracGes na expressdo génica associados

a depressdo e ansiedade durante a fase juvenil e/ou apds a puberdade;
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2.2.3. Investigar se a transferéncia da microbiota intestinal proveniente de camundongos
submetidos ao protocolo de ECV para camundongos gestantes é capaz de induzir
prejuizos comportamentais e alteracbes na expressdo génica associados a

depressao e ansiedade nas proles durante a fase juvenil e/ou apds a puberdade;

2.2.4. Investigar se os prejuizos neuroestruturais e comportamentais associados aos
transtornos de ansiedade e de depressdo maior gerados pela exposicdao a
microbiota proveniente de animais submetidos ao ECV estdo associados ao perfil

microbioldgico por meio da andlise metagenomica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Inducdo de dishiose entérica em animais adultos por meio do protocolo de
Estresse Cronico Variado

O protocolo de estresse crénico variado (ECV; Tabela 1), adaptado de Katz e Hersh, 199143
e de Monteiro e colaboradores, 20154, consiste em estressores moderados e randdmicos
aplicados de forma ininterrupta ao longo de 4 semanas. Esse modelo mimetiza em
camundongos as alteracdes comportamentais e fisioldgicas observadas em humanos diante
do estresse cronico, como a neurogénese hipocampal do adulto prejudicada e a disbiose
entérica'®®, garantindo uma boa validade de face!*>. Além disso, animais submetidos ao
estresse cronico respondem ao tratamento com drogas antidepressivas, que estimulam a
neurogénese hipocampal adulta, atenuam as respostas ao estresse e restauram o

comportamento normal, o que demonstra a validade preditiva do modelo#>.

O protocolo inclui os seguintes estressores: nado for¢gado - os animais sdao colocados

individualmente em recipientes com aproximadamente 1,5| de dgua por um tempo de 5
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minutos; caixa inclinada - os animais sdo mantidos por uma hora nas caixas de seus
respectivos grupos mantidas em um angulo de 452, a maravalha é retirada para evitar a
formacao de um plano na borda da caixa; ar quente - os animais sdo expostos ao ar quente
(45-50 oC) de um secador de cabelo individualmente por 5 minutos, tendo ar direcionado para
as suas costas, evitando assim o contato com os olhos; retirada de maravalha - os animais sao
deixados ao longo da noite na caixa de seus respectivos grupos sem maravalha; maravalha
molhada - os animais sdo deixados ao longo da noite na caixa de seus respectivos grupos com
a maravalha molhada ao ponto de pingar quando se aperta um punhado; privacdao de comida
- 0s animais passam a noite na caixa de seus respectivos grupos sem comida (14h de privagao);
alternancia de ciclo - ao longo do dia os animais sdo mantidos em uma sala escura e ao longo

da noite em uma sala clara, perturbando assim seus ciclos circadianos.

Ap0ds os prejuizos comportamentais induzidos pelo protocolo de ECV serem confirmado
pelos testes comportamentais de Inibicdo da Alimentacdo Induzida pela Novidade, Labirinto
em Cruz Elevado, Suspensdo pela Cauda e Spray de Sacarose, os camundongos estressados
continuaram sendo submetidos ao ECV diariamente durante o periodo em que suas fezes
foram coletadas para o protocolo de Transplante de Microbiota Fecal (TMF, Figura 2). O
objetivo dessa manutencdo do CUS foi evitar que os efeitos do estresse fossem atenuados ao
longo do tempo, conforme demonstrado anteriormente#®, durante o periodo do TMF. Os
animais ndo foram estressados nos dias em que os testes comportamentais foram realizados.
O grupo controle foi levemente manuseado nos dias de aplicacdao dos estressores no grupo

ECV.

Tabela 1. Calendario mensal do protocolo de Estresse Crénico Variado

“uno SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA SABADO
EERO
12 Retirada de Restricio  Nado forcado Privagao de Caixa Restricdo
SEMANA  maravalha comida inclinada
22 Maravalha  Privagdo de Arquente  Alternancia Restricdo Caixa
SEMANA molhada comida de ciclo inclinada
32 Privagdode  Alternancia Restricdo Retirada de Ar quente Maravalha
SEMANA comida de ciclo maravalha molhada
4% Retiradade  Restricio ~ Arquente  Privacdode  Nado forcado Caixa

SEMANA maravalha comida inclinada
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3.2.  Transplante de Microbiota Fecal (TMF)

Apds a confirmacao das alteracdes comportamentais dos animais doadores, suas fezes
passaram a ser coletadas para o protocolo de TMF. A gavagem foi utilizada como método de
inoculacdo da microbiota, tanto alterada (proveniente de animais submetidos ao ECV) quanto
controle (proveniente de animais controle), nos animais submetidos ao TMF. Para a gavagem
dos camundongos adultos e das fémeas gestantes foi utilizada uma agulha de gavagem da
marca Aton, de aco inox, curvada ao angulo de 9 graus, com canula de didmetro de 1,2 mm
(distal). Para a gavagem dos neonatos utilizamos pipetas de 20 pl devido ao tamanho dos
animais. Foi inoculada uma solucdo feita a partir das fezes dos animais estressados ou controle
diariamente por um periodo de 14 dias nos animais adultos, durante toda a amamentacao a
partir do quarto dia apds o nascimento dos neonatos e durante toda a gestacao das fémeas.
A solugao é feita a partir de 3 gramas de fezes frescas, colhidas diariamente logo antes da
gavagem, dissolvidas em 20 ml de PBS. Para cada 1 grama do animal adulto inoculamos um

volume de 5 ul, enquanto para cada 3 gramas do neonato inoculamos um volume de 5 pl.

Como a microbiota do trato gastrointestinal dos animais adultos ja esta num estdagio de
climax ecoldgico?, podendo dificultar colonizagdo com a microbiota do TMF, os animais
adultos (machos e fémeas) que sofreram a gavagem foram tratados com o antibiético Baytril
injetavel 5% (BAYER, Principio Ativo: Enrofloxacino), através de inje¢ao subcutanea, na dose

147 para desbalancear a microbiota

de 5x103mg/Kg, segundo protocolo previamente descrito
residente e facilitar a colonizagdo pelas bactérias do TMF. Os animais foram tratados por um
periodo de 4 dias, logo antes de comecar a gavagem. Os animais neonatos ndo passaram pelo
protocolo de tratamento com antibidtico uma vez que ainda ndo possuem uma microbiota

residente madura.
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3.3.  Inducdo de dishiose entérica em animais adultos por meio de TMF de fezes
provenientes de animais submetidos ao ECV

Para investigar o efeito da TMF em animais adultos foram utilizados camundongos da
linhagem Swiss com 55 dias separados em dois grupos. Um grupo controle recebeu a solucao
feita a partir de fezes de animais nao estressados e o outro grupo recebeu a solugao feita a
partir de fezes proveniente dos animais submetidos ao ECV. Os animais foram previamente
tratados com antibidtico por 3 dias, seguidos por 21 dias de TMF, apds os quais 0os animais
foram avaliados nos testes comportamentais, e entdo eutanasiados para extracdo de

amostras de cortex e hipocampo (Figura 2).

e Manutengao
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0 45 26272829
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Figura 2: Protocolo de Transferéncia de Microbiota Fecal para animais adultos. ECV = Estresse Cronico Variado.
AB = Antibidtico. TMF = Transplante de Microbiota Fecal. IAIN = Inibicdo da Alimentagdo Induzida pela

Novidade. LCE = Labirinto em Cruz Elevado. SC = Suspencao pela Cauda. SS = Spray de Sacarose. T = Eutandsia.
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3.4. Inducdo de dishiose entérica em fémeas gestantes provocada pelo TMF de
fezes provenientes de animais submetidos ao ECV

Para investigar os efeitos do TMF durante o periodo gestacional, 8 camundongos fémeas
da linhagem Swiss foram postas para acasalar com 4 machos, na proporc¢ao de 2 fémeas para
um macho. Todos os animais foram tratados previamente com antibiético, como descrito
anteriormente, e foram postos para acasalar por 3 dias, de forma concomitante com o inicio
do protocolo de gavagem. Um total de 4 fémeas controle receberam o TMF a partir de uma
solucdo feita das vezes de animais saudaveis ndo estressados durante toda a gestacao,
enquanto outras 4 fémeas sofreram o TMF com uma solucdo feita a partir das fezes
provenientes de animais expostos ao ECV. Ambas as proles foram divididas de forma que
metade dos filhotes crescesse por 21 dias até serem avaliados nos testes comportamentais e
sofresse eutanasia para andlise de expressdo génica cortical e hipocampal, e a outra metade
crescesse por 55 dias (Figura 3) para entdo serem avaliados. Esta abordagem foi escolhida com
objetivo de analisar se as alteracdes presentes na fase pré-puberal (com 21 dias), seriam
mantidas ap6s a puberdade (55 dias), em virtude da dindmica de colonizacdo da microbiota
intestinal® e das alterac®es do Sistema Nervoso Central durante o neurodesenvolvimento que

ocorrem da infancia a vida adultal*s.
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Figura 3: Protocolo de Transferéncia de Microbiota Fecal para fémeas gestantes. AB = Antibidtico. AC =
Acasalamento. P = Dia Pds-Natal. TMF = Transplante de Microbiota Fecal. IAIN = Inibigdo da Alimentac¢do Induzida
pela Novidade. LCE = Labirinto em Cruz Elevado. SC = Suspencdo pela Cauda. SS = Spray de Sacarose. T = Eutandsia.
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3.5. Inducdo de dishiose entérica de animais neonatos durante a amamentacgao
provocada pelo TMF de fezes provenientes de animais submetidos ao ECV

Para o TMF dos animais neonatos, 6 camundongos fémeas da linhagem Swiss foram

postas para acasalar com 2 machos, na proporcao de 3 fémeas para 1 macho. As fémeas e

seus respectivos filhotes foram divididos aleatoriamente (3 ninhadas por grupo) entre o grupo

gue sofreu o TMF a partir de uma solugdo feita das vezes de animais sauddveis ndo estressados

e o grupo submetido ao TMF com uma solucgdo feita a partir das fezes provenientes de animais

expostos ao ECV. A gavagem ocorreu durante toda a amamentacdo a partir do quarto dia de

nascimento (P.04), durando um total de 17 dias, apds os quais foram submetidos com 21

(p.21) ou 55 (p.55) dias aos testes comportamentais, seguidos pela eutanasia para extracao

de amostras de cértex e hipocampo (Figura 4). O inicio da gavagem ocorreu em P.04 por ser

o periodo no qual os camundongos podem passar pelo procedimento com menores riscos de

danos aos animais#°.
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Figura 4: Protocolo Transferéncia De Microbiota Fecal para camundongos neonatos. P = Dia Pds-Natal. TMF =

Transplante de Microbiota Fecal. IAIN = Inibicdo da Alimentagao Induzida pela Novidade. LCE = Labirinto em Cruz

Elevado. SC = Suspencdo pela Cauda. SS = Spray de Sacarose. T = Eutanasia.
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3.6. Testes comportamentais

3.6.1. Teste de inibicdo a alimentacdo induzido pela novidade (IAIN)

Este teste explora a aversdao natural dos roedores por novos ambientes,
analisando comportamento ansioso e anedonico. Os animais sdao privados de
comida ao longo da noite (12h) e entdo colocados em uma caixa aberta retangular
de acrilico (28 x 17 x 13 cm) com comida no centro (Figura 3). A tendéncia dos
animais é passar mais tempo nas bordas da caixa do que no centro para diminuir
sua exposi¢do, porém esse teste tem o estimulo da comida. Espera-se que os
animais que demonstram comportamento tipo ansioso, tipo depressivo ou tipo
anedonico figuem ainda mais tempo nas bordas da caixa e com isso demorem
mais para comegar a se alimentar, mesmo com o estimulo da comida, evitando
assim a exposicdo em local aberto. Para analisar este teste conta-se o tempo que

o animal leva para ir até a comida e o tempo para comecar a comer*,

3.6.2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Este teste explora a aversdo natural dos roedores por ambientes abertos. Utiliza-
se um aparato de acrilico, elevado a 45 cm do solo com dois bracos abertos de 15
cm e dois bragos fechados de 15 cm, em formato de cruz. O animal é colocado no
centro do aparato virado para um dos bracos fechados e a tendéncia é que eles
passem mais tempo nos bracos fechados para diminuir sua exposi¢cdo durante os
5 minutos de teste, porém que também explorem os bracos abertos devido ao seu
comportamento exploratério. Quando o animal apresenta comportamento tipo
ansioso, passa menos tempo nos bracos abertos. E realiza mais vezes o
comportamento de avaliacdo de risco (Figura 4), no qual ele se protege nos bracos
fechados e estica o corpo para colocar a cabeca para fora do aparato com o
objetivo de investigar o ambiente, mas ndo sai de fato para o braco aberto para

explorar. Para analisar o teste, contabiliza-se o tempo que o animal ficou nos
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bracos abertos, o nimero de comportamentos de avaliacdo risco e também o
numero de vezes que o animal cruzou os bragos fechados como um controle da

mobilidade dos animais, que ndo deve dar diferenca significativa®.

3.6.3. Suspensdo pela Cauda (SC)

Este teste explora o tempo de imobilidade do animal frente a uma situacao
aversiva, analisando assim o comportamento de desamparo. Eles sao presos pela
cauda por 5 minutos em um suporte elevado (Figura 5) e a tendéncia é que eles
se movimentem para conseguir fugir, enquanto os animais com sinais tipo

depressivo ficam iméveis por mais tempo®>2.

3.6.4. Spray de Sacarose (SS)

Este teste explora o tempo que os animais demoram para comegar a realizar o
comportamento de grooming facial (Figura 6), assim como o nimero de vezes que
realizam esse comportamento, apos a aplicagao de uma solugao de Sacarose 10%
no dorso deles, com um spray. O teste é realizado em uma caixa transparente de
acrilico (20x30x13 cm) e tem duracdo de 5 minutos. A tendéncia dos animais
saudaveis é de realizarem o Grooming Facial rapidamente para se limpar e, ao
perceber o sabor da solugao, repetir esse comportamento varias vezes, enquanto
0s animais com sinais tipo depressivo demoram mais para realizar o primeiro

Grooming Facial repetem esse comportamento um menor nimero de vezes!>3.

3.7.  Anidlise de expressao génica

A expressao dos genes Sinapsina 1, Fator de Transcricdo de Oligodendrécitos 1 (Oligl) e

SRY (do inglés: Sex Determining Region Y)-box 2 (Sox2), foi analisada nas amostras de cortex
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pré-frontal e de hipocampo coletadas, pois todos sdo genes que atuam no desenvolvimento,
funcdo e manutengao do tecido nervoso e apresentam alteragdes em pacientes com sintomas
depressivos?>*~1°6, A proteina Sinapsina | atua, em sua forma fosforilada, no ancoramento de

vesiculas na membrana celular de neurénios pré-sinapticos'®’ (Figura 5).

Filamentos .

de acting ~T et

| . Terminal
7 " sinaptico

,_—Sinapsina |

Figura 5: Esquema da atuac3o da proteina Sinapsina | no terminal pré-sinaptico. Fonte: Canova e associados®>®.
(1) apos sua traducgdo, a proteina Sinapsina | liga-se aos filamentos de actina (2) atuando como proteina de
ancoramento das vesiculas sindpticas aos filamentos de actina no terminal pré-sinaptico (3). Com a fosforilagdo
da proteina Sinapsina | (4), as vesiculas sdo desacopladas e o neurotransmissor pode ser liberado na fenda

sindptica (5). FONTE: Canova, Fernando & Ferrari, Elenice. (2015).

O Fator de Transcricdao de Oligodendrdcitos 1, codificado pelo gene Oligl, apresenta duas
funcdes distintas no SNC: ao mesmo tempo que atua junto do gene Olig2 no processo de
diferenciacdo e mielinizacdo dos oligodendrécitos, células fundamentais para a regulacado de

159

sinapses e circuitarias neuronais®?, também atua reprimindo a diferenciacdo de

interneurdnios gabaérgicos'® (Figura 6).
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Figura 6: Atuacgdo do Olig 1 na mielinizagdo e na repressdo de interneurdnios gabaérgicos. Fonte: Silbereis e
associados!®. a = demonstracdo esquemadtica da atuacdo do gene Oligl na repressdo da diferenciacdo dos
interneurénios gabaérgicos e na especializagdo de precursores de oligodenddcitos. O Olig 1 inibe o gene DIx1/2,
que é necessario para a produgdo de interneurdnios e inibe a especializagdo de precursores de oligodendrdcitos.
b = Olig 1 inibe a produgdo de interneurdnios gabaérgicos do Septo Embriondrio Dorsal (Sep), da Area

Enteropeduncular Anterior (AEP) e da Eminéncia Ganglionar Ventral Medial (vMGE).

O SRY (do inglés: Sex Determining Region Y)-box 2 é um fator de transcricdo pioneiro,

codificado pelo gene Sox2, fundamental para manutencao da pluripoténcia de células tronco
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e para a neuroplasticidade'®!, atuando no desenvolvimento e metabolismo do Sistema

Nervosol61-164,
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Figura 7: Processos dependentes e independentes de Sox2 no SNC. Fonte: Kretsovali'®>. O fator de transcri¢cdo

Oligodendrocytes

Sox2 promove a manutencdo da auto-renovagdo de células tronco embrionarias (PSC), células tronco
mesenquimais (MSC) e células tronco neuronais (NSC), além de regular positivamente a diferenciagdo de MSCs

e PSCs em NSC e de NSCs em neurdnios.

O RNA foi extraido de amostras de cértex pré-frontal e hipocampo congeladas usando o
protocolo de extragdo por TRIzol (Invitrogen). A formacao do cDNA foi realizada usando um
kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems). Posteriormente,
a gRT-PCR foi realizada em um sistema StepOne Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) com
Power SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o protocolo do
fabricante. O GAPDH foi utilizado como controle enddgeno para normalizar os dados de

expressdo génical®,

3.8. Caracterizagao da microbiota das amostras de fezes

Amostras fecais foram coletadas dos animais doadores e camundongos submetidos ao
FMT um dia antes do inicio dos testes comportamentais. As amostras foram imediatamente
armazenadas em etanol 99.9% no freezer -80°C. O DNA das amostras foi isolado usando um

sistema de extracdo comercial (QIAmp PowerFecal Pro DNA Kit, QIAGEN) de acordo com o
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protocolo do produto. As amostras de DNA obtidas foram quantificadas por
espectofotometria no NanoDrop (INVITROGEN), e a pureza das amostras aferidas a partir das

razdes de absorbancia 260/280 e 230/260.

O preparo de bibliotecas para caracterizacdo da microbiota de amostras de fezes foi

167 com modificacdes (Figura 8). Primeiro foi

realizado conforme protocolo da lllumina
realizado uma PCR para amplificacdo das regides V3 e V4 do DNA Ribossomal Bacteriano
utilizando 2.5 uL do DNA extraido das amostras de fezes na concentracdo de 5 ng/uL, com as

sequéncias de primers especificos do gene 16s:
V3/V416sF 5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3'
V3/V416sR 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3’

Em seguida, foi feita uma corrida de eletroforese em gel de agarose com o produto da PCR
para verificacdo da integridade da amostra e coleta da regido de interesse (aproximadamente
550 pares de base) e o DNA foi extraido do gel utilizando o kit QlAquick Gel Extraction
(QIAGEN). Apds a extracdo da amostra do gel, ela foi limpa utilizando beads magnéticas e uma
segunda PCR foi feita para realizar a ligacdo de indices de reconhecimento nas amostras,
conforme protocolo da lllumina. Logo apds, foi feita mais uma limpeza com beads magnéticas
e aliquotas das amostras foram corridas em eletroforese em gel de agarose para verificacdo
da integridade e do tamanho das amostras (aproximadamente 630 pares de base apds a
ligacdo dos indices). Apds a confirmacdo do tamanho das amostras e da ligacdo dos indices,
elas foram diluidas a 4 nM, misturadas em um pool contendo todas as amostras a serem
sequenciadas. O pool foi entao desnaturado conforme protocolo da Illumina, diluidoa 8 pM e
introduzido em uma cartilha de sequenciamento V2 de 500 ciclos da lllumina para
sequenciamento na plataforma MiSeq da Illlumina. O sequenciamento foi realizado conforme

descrito anteriormente®’, utilizando o protocolo 2x250 pares de base paired-end.

A andlise do microbioma foi realizada conforme descrita anteriormente (Figura 8)°%%8, Em
resumo, as sequencias obtidas em formato FASTQ foram analisadas por meio do pipeline
QIIME 2 versdo 2020.2. O controle de qualidade foi realizado nas sequéncias demultiplexadas
usando o pacote RCPP do software DADA?2 versdo 1.28.0 para filtrar as sequéncias quiméricas.
Posteriormente, ao grupamento e classificacdo taxondmica foram avaliados usando o banco

de dados SILVA com sequéncias de referéncia de OTUS (Unidades Taxondmicas Operacionais)
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de 99%. Os graficos de barras sobrepostas (do inglés, stacked bar), que representam a
composi¢cdao taxonOmica microbiana das amostras, e a a-diversidade, que descreve a
diversidade/riqueza de espécies em um ecossistema ou grupo de camundongos, foram
determinados e representados utilizando o site MicrobiomeAnalyst (Microbiome Analyst,

2023).
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Figura 8. Workflow do preparo das bibliotecas de DNA para sequenciamento na plataforma MiSeq da Illumina. PCR
= Reag¢io em Cadeia da Polimerase; PB = Pares de Base. Células azuis representam passos previstos no protocolo da
Ilumina; Células vermelhas representam passos que foram introduzidos no workflow pelo nosso grupo; Células em
verde representam analises de bioinformatica.

3.9. Analises estatisticas

Os dados dos testes comportamentais e analises de expressao génica de animais doadores
da microbiota e animais adultos que passaram pelo tratamento de gavagem foram analisados
pelo teste T de Student ndo pareado bicaudal nas analises em que as amostras apresentaram
distribuicdo normal e variancia homogénea. As analises nas quais as amostras ndo atenderam
esses dois pré-requisitos foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney bicaudal. Os
dados de filhotes de fémeas que passaram pelo tratamento de gavagem durante a gestacdo e
de filhotes que passaram pelo tratamento de gavagem durante a amamentac¢ao, nos quais as

amostras apresentaram distribuicdo normal e varidancia homogénea, foram analisados por
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ANOVA de duas vias sendo um dos fatores a idade (21 ou 55 dias) e o outro o tratamento
(gavagem com fezes ECV ou controle), seguida pelo teste de post-hoc de Bonferroni. As
analises nas quais as amostras ndo atenderam aos pré-requisitos foram realizadas pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas comparag¢des de Dunn. Para todas as analises

o nivel de significancia assumido foi de P<0.05.

4. RESULTADOS

4.1. Efeitos do protocolo de ECV nos animais doadores da microbiota

O protocolo de ECV induziu prejuizos comportamentais nos animais doadores da
microbiota e alteracdes na expressao génica cortical e hipocampal relacionadas a transtornos
de humor como depressdo e ansiedade (Figuras 9 e 10). Os animais que passaram pelo
estresse apresentaram maior laténcia para realizar o primeiro grooming facial (30,83 + 5,412,
p = 0,0152; Figura 9C) e realizaram esse comportamento um menor niumero de vezes (18,83
+ 2,372, p = 0,0023; Figura 9D) que o grupo controle (7,8 + 3,121; 38,80 + 4,375) no teste de
spray de sacarose, indicando estado aneddnico. Nos testes de suspensdo pela cauda e
labirinto em cruz elevado os animais estressados apresentaram um maior tempo de
imobilidade (114,7 + 9,0, p = 0,0078; Figura 9E), menor tempo de exploracdo dos bracos
abertos (6,429 + 1,343, p = 0,0164; Figura 9F) e maior nimero de comportamentos de
avaliacdo de risco (41,76 + 1,576, p < 0,0001; Figura 9G), quando comparado aos animais ndo
estressados (75,31 +10,84; 13,36 + 2,4; 21,25 + 1,349). O protocolo de estresse ndo provocou
alteracdo no numero de cruzamento entre os bracos do aparato no teste de labirinto em cruz
elevado (8,476 + 0,5504, p = 0,3519; Figura 9H) em relacdo ao grupo nao estressado (7,75 +

0,5041). Isso indica que as alteragdes observadas ndo foram decorrentes de déficits motores
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provocados pela manipulacdo. Respectivamente, esses dados indicam comportamento tipo

depressivo e tipo ansioso nos animais estressados.
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Figura 9 — Efeito do protocolo de Estresse Cronico Variado (ECV) no comportamento dos animais doadores da
microbiota. (a-b) Teste de inibicdo a alimentacdo induzida pela novidade. a = Laténcia para encontrar a comida
no centro do aparato (s). b = Laténcia para comegar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. ¢ = Laténcia para
realizar o primeiro grooming facial (s). d = nimero de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensao
pela cauda. e = Tempo de imobilidade (s). (f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploragdo dos
bragos abertos (%). g = Comportamentos de avaliagdo de risco (n). h = NUmero de cruzamentos entre os bragos
fechados (n). As barras representam M+SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas analises
de Post-Hoc. N = 6 — 21.

A nivel de expressao génica, houve reducdo na expressdao de mRNA de Sinapsina 1
(Syp1; 0,4528 +0,09819, p = 0,0047; Figura 10A) e Fator de transcricdo de Oligodendrécitos 1
(Olig1; 0,6393 + 0,07051, p = 0,0325; Figura 10C) no cortex pré-frontal dos animais doadores
submetidos ao ECV, quando comparado aos animais nao estressados (1,207 + 0,32224; 1,093
+0,1778). Em relacdo ao hipocampo, o protocolo de ECV provocou reducdo da expressdo de

mRNA de Oligl (0,6994 + 0,7083, p = 0,0493; Figura 10D) e de SRY-Box 2 (Sox2; 0,7462

I+

I+

0,08431, p = 0,0581; Figura 10F), comparado ao grupo controle (1,097 + 0,1708; 1,075
0,1350).
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A composigao relativa da microbiota fecal a nivel de filo foi similar nos animais controle
e estressados, sendo que os dois filos mais abundantes foram Firmicutes e Bacteroidota, a
excecdo do filo Campylobacterota, que se encontrava presente apenas em animais
estressados. A nivel de classe, foi observada uma menor presenca de Bacilli em animais
estressados, classe que compreende géneros como Bacillus e Lactobacillus, e maior presenca
da classe Clostridia e Campylobacteria. A nivel de ordem (Figura 10G), foi observada uma
maior presenca de Lachnospirales nos animais estressados e presenca de Campylobacterales,
enquanto os animais controle apresentaram maior presenca de Lactobacillales, que
compreende o género Lactobacillus, assim como de Oscillospirales, Burkholderiales e a

presenca de Erysipelotrichales.
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Figura 10 — Efeito do protocolo de Estresse Crénico Variado (ECV) na expressdo génica cortical e hipocampal e
na composicdo relativa da microbiota fecal dos animais doadores da microbiota. (a-b) Expressdo de Sinapsina 1
(2725€T), (c-d) Expressdo do Fator de Transcricio de Oligodendrdcitos 1 (2°22¢T). (e-f) Expressdo do SRY-box 2 (2
84CT) " (g) Composicdo relativa das populaces microbianas fecais ao nivel de ordem. As barras representam
MzSEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas analises de Post-Hoc. N =8
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4.2. Efeitos comportamentais e de expressdo génica da disbiose entérica em
animais adultos

A transferéncia da microbiota dos animais doadores para camundongos adultos
saudaveis por 14 dias provocou prejuizos comportamentais similares aos dos animais
doadores (Figura 11). Os animais que receberam a microbiota proveniente de doadores que
passaram pelo protocolo de ECV apresentaram maior laténcia para realizar o primeiro
grooming facial (47,0 £ 13,20, p = 0,0357; Figura 11C) e realizaram esse comportamento um
menor numero de vezes (18,0 + 5,033, p = 0,0014; Figura 11D) no teste de spray de sacarose
em relagdo aos animais que receberam a microbiota saudavel (8,20 £ 5,054; 42,20 + 1,685). A
manipulagao da microbiota também provocou um aumento no tempo de imobilidade no teste
de suspensdo pela cauda (108,3 + 10,27, p = 0,0082; Figura 11E) e aumento do numero de
comportamentos de avaliagdo de risco no labirinto em cruz elevado (31,56 + 4,703; Figura
11G), comparado aos animais que receberam microbiota de animais ndo estressados (53,00 +

13,99; 17,14 + 2,874).
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Figura 11 — Efeito da disbiose entérica no comportamento de animais Adultos. (a-b) Teste de inibi¢do a
alimentacgdo induzida pela novidade. a = Laténcia para encontrar a comida no centro do aparato (s). b = Laténcia
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para comegar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. ¢ = Laténcia para realizar o primeiro grooming facial (s).
d = nimero de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensdo pela cauda. e = Tempo de imobilidade (s).
(f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploragdo dos bragos abertos (%). g = Comportamentos
de avaliagdo de risco (n). h = Nimero de cruzamentos entre os bragos fechados (n). As barras representam
M=SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas analises de Post-Hoc. N =3 - 12.

A expressdao génica cortical dos animais adultos que receberam microbiota
proveniente de doadores submetidos ao ECV foi prejudicada com reducdo na expressao de
mRNA de Syp 1 (0,7651 + 0,03736, p = 0,0228; Figura 12A) e de Olig 1 (0,6628 + 0,1391, p =
0,0207; Figura 12C) em comparacdo aos animais que receberam a microbiota saudavel (1,032
+ 0,09722; 1,145 + 0,1990). Contudo, ndo foram observadas alteragGes significativas na

expressao hipocampal dos genes analisados (Figuras 12B, 12D e 12F).

Ao contrario dos animais doadores, nos animais receptores foram observadas
diferencas na composicao relativa da microbiota fecal ja a nivel de filo, sendo enquanto
adultos que receberam microbiota proveniente de doadores controle apresentaram maior
abundancia de Bacteroidota, os que receberam de animais estressados apresentaram maior
abundancia de Firmicutes. Contudo, assim como nos animais doadores que foram estressados,
os animais adultos que receberam sua microbiota apresentaram maior abundancia de
Campylobacterota. A nivel de classe, os animais que receberam a microbiota de doadores
estressados, também apresentaram maior abundancia de Clostridia e Campylobacteria, assim
como a reducgao de Bacilli e Bacteroidia. A nivel de ordem (Figura 12G), foi observada uma
reducao de Bacteroidales e Lactobacillales, e aumento de Lachnospirales e Campylobacterales
nos animais receptores da microbiota proveniente de animais estressados, assim como havia

sido observado nos seus doadores.
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Figura 12 — Efeito da disbiose entérica na expressdo génica cortical e hipocampal e na composicdo relativa da
microbiota fecal dos animais adultos. (a-b) Expressdo de Sinapsina 1 (222°T). (c-d) Expressdo do Fator de
Transcricdo de Oligodendrdcitos 1 (2722CT). (e-f) Expressdo do SRY-box 2 (222¢T). (g) Composicdo relativa das
populagGes microbianas fecais ao nivel de ordem. As barras representam M+SEM. * indica P < 0,05; ** indica P
<0,01; *indica P < 0,001 pelas andlises de Post-Hoc. N = 8.

Efeitos da disbiose entérica gestacional materna sobre o padrao
comportamental e expressdo génica na prole, avaliados com 21 e 55 dias

Os filhotes de fémeas que sofreram disbiose gestacional apresentaram maior laténcia para

comecar a comer no teste de inibicao da alimentacdo induzida pela novidade (211,2 + 34,74,

p = 0,0032; Figura 13B) em comparacdo ao grupo controle (90,29 + 7,438), cujas maes

receberam microbiota saudavel durante a gestacao. A disbiose gestacional também provocou

maior laténcia para realizar o primeiro grooming facial (79,57 + 17,46, X* = 17,79, p = 0,0008;

Figura 13C) e um menor numero de groomings (15,71 + 1,987, X* = 23,99, p = 0,0173; Figura



48

13D) no teste de spray de sacarose em comparacao ao controle (19,14 + 9,891; 25,0 + 2,215)
com 55 dias, indicando comportamento tipo anedbénico. Também realizaram o
comportamento de avaliacdo de risco mais vezes (42,57 + 1,753, X? = 35,08, p = 0,0016; Figura
13G) do que os animais do grupo controle (22,14 + 2,434) no teste de labirinto em cruz elevado.
Os filhotes de fémeas que sofreram disbiose gestacional apresentaram maior tempo de
imobilidade no teste de suspensdo pela cauda com 21 dias (F3,45 = 41,0, p = 0,0463; Figura
13E) em relagdo ao grupo controle, mas essa alteragdo comportamental ndo se manteve no
grupo com 55 dias (F3,45 = 41,0, p = 0,4138). Nesse teste houve efeito significativo da idade
(F3,45 = 9,396, p = 0,0064) e da microbiota gestacional (F3,45 = 4,324, p = 0,0494), contudo
ndo houve interacdo entre esses dois fatores (F3,45 = 0,8493, p = 0,3683). Aos 21 dias os
filhotes também apresentaram reducdo no numero de groomings faciais no teste de spray de
sacarose (18,14 +1,162, X2 = 23,99, p = 0,0003; Figura 13D) e aumento do comportamento de
avaliagdo de risco (25,71 + 1,563, X? = 35,08, p = 0,0086; Figura 13G) no teste de labirinto em
cruz elevado em comparagcdo ao controle (30,50 + 1,352; 11,0 + 1,738), indicando
comportamentos relacionados a anedonia e a ansiedade. Esses resultados sugerem que os
filhotes de fémeas que sofreram disbiose gestacional apresentam comportamento tipo
depressivo e tipo ansioso interpretado pelas alteragdes comportamentais de avaliacao de
risco, imobilidade e anedonia. Prejuizos comportamentais relacionados a depressao,
ansiedade e anedonia aos 21 dias, porém apenas os comportamentos relacionados a

ansiedade e anedonia persistem até os 55 dias (Figura 13).
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Figura 13 — Efeito da disbiose gestacional materna no comportamento da prole com 21 e 55 dias. (a-b) Teste de
inibicdo a alimentagdo induzida pela novidade. a = Laténcia para encontrar a comida no centro do aparato (s). b
= Laténcia para comegar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. ¢ = Laténcia para realizar o primeiro grooming
facial (s). d = nimero de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensdo pela cauda. e = Tempo de
imobilidade (s). (f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploragdo dos bragos abertos (%). g =
Comportamentos de avaliagdo de risco (n). h = Nimero de cruzamentos entre os bragos fechados (n). As barras
representam MSEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas analises de Post-Hoc. N = 7 -
14.

Os filhotes que passaram pela disbiose gestacional materna e foram analisados com
21 dias apresentaram quedas expressivas e significativas na expressao hipocampal de Syp1l
(0,1785 + 0,03732, X* = 18,14, p = 0,0005; Figura 14B), Olig 1 (0,2240 + 0,05884, X* = 17,94, p
= 0,0011; Figura 14D) e Sox2 (0,1446 + 0,1280, X* = 18,07, p = 0,0006; Figura 14F) em
comparacdo ao grupo controle (1,080 + 0,1491; 1,120 + 0,1902; 1,031 + 0,09468).

A caracterizacdo da microbiota fecal foi realizada somente nos filhotes com 55 dias e
nas fémeas gestantes ao final da gestacdo, uma vez que aos 21 dias as fezes dos filhotes ainda
ndo estdo bem formadas e para coleta seria necessario retirar diretamente do trato
gastrointestinal. A composicado relativa da microbiota fecal a nivel de filo foi similar entre os
grupos que receberam fezes de animais controle ou estressados. Contudo, nesses grupos foi
observado um maior nUmero de microrganismos que ndo puderam ser caracterizados com a

cobertura de sequenciamento utilizada. Ao contrdrio dos animais adultos doadores e
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receptores, os filhotes de fémeas que passaram pelo TMF durante a gestacdo com fezes de
animais estressados apresentaram menor popula¢ao de Clostridia do que de Bacteroidia e
menor populacdo de Campylobacteria, assim como maior populacdao de Bacilli. Um perfil
similar também foi observado a nivel de ordem (Figura 14G), com aumento dos Lachnospirales
e Lactobacillales e reducao nos Campylobacterales dos filhotes apds o TMF gestacional com
fezes de animais estressados. Contudo, as fémeas gestantes apresentaram maiores
populacdes de Clostridia durante a gestacdo apds o TMF de animais estressados, e a nivel de
ordem (Figura 13G) apresentaram maiores popula¢des de Lachnospirales e Lactobacillales

ap6s o TMF de animais estressados.
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Figura 14 — Efeito da disbiose gestacional materna na expressdo génica cortical e hipocampal e na composicdo
relativa da microbiota fecal da prole com 21 e 55 dias. (a-b) Expressdo de Sinapsina 1 (2*2¢7). (c-d) Express3o do
Fator de Transcri¢do de Oligodendrécitos 1 (2227, (e-f) Expressdo do SRY-box 2 (2-22¢T), (g) Composicdo relativa
das populagdes microbianas fecais ao nivel de ordem. As barras representam M+SEM. * indica P < 0,05; ** indica

P <0,01; * indica P < 0,001 pelas andlises de Post-Hoc. N =8
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4.4. Efeitos da disbiose entérica em animais neonatos durante a amamentacao
sobre o padrdo comportamental e expressao génica na prole, avaliados com
21 e 55 dias.

Os animais que sofreram disbiose durante a amamentag¢ao desenvolveram prejuizos
comportamentais em todos os testes tanto com 21 quanto com 55 dias (Figura 15). Com 21
dias a disbiose durante aamamentagao provocou aumento da laténcia para realizar o primeiro
grooming facial (76,18 + 13,92, X? = 15,30, p = 0,0006; Figura 15C) no teste de spray de
sacarose e diminuicdo do tempo de exploracdo dos bracos abertos no labirinto em cruz
elevado (7,133 £ 1,785, X> = 28,11, p = 0,0141; Figura 15F) em comparagdo ao grupo controle
(27,50 + 3,081; 18,33 + 2,233), que recebeu a microbiota de doadores saudaveis. Também
provocou reducdo do nimero de groomings faciais (F3,45 = 40,0, p < 0,0001; Figura 15D) no
teste de spray de sacarose, maior tempo de imobilidade (F3,52 = 48,0, p < 0,0001; Figura 15E)
no teste de suspensdo pela cauda e maior nimero de comportamentos de avaliacdo de risco
(F3,53 = 49,0, p < 0,0001; Figura 15G) no labirinto em cruz elevado em relagdo ao controle.
Com 55 dias houve aumento da laténcia para comecar a comer (252,6 + 47,12, p = 0,0091;
Figura 15B) no teste de inibicdo da alimentacdo induzida pela novidade em comparagao ao
controle (114,3 + 16,06). Também houve reducdo do nimero de groomings faciais (F3,45 =
40,0, p < 0,0001; Figura 15D) no teste de spray de sacarose, aumento do tempo de imobilidade
(F3,52 = 48,0, p < 0,0001; Figura 15E) no teste de suspensdo pela cauda e maior numero de
avaliagbes de risco (F3,53 =49,0, p < 0,0001; Figura 15G) no teste de labirinto em cruz elevado,
assim como maior tempo de exploragdo dos bragos abertos (7,073 + 2,119, X? = 28,11, p <
0,0001; Figura 15F) em relagdo aos filhotes que receberam a microbiota saudavel (39,57 +
6,394). O tempo de imobilidade dos animais no teste de suspensdo pela cauda e o nimero de
groomings faciais no teste de spray de sacarose apresentaram efeitos dependentes da
microbiota (F3,52 = 65,37, p < 0,0001, Figura 15E; F3,45=79,19, p < 0,0001, Figura 15D), mas
independentes da idade e da interacdo entre os dois fatores. Jd o comportamento de avaliacdo
de risco no teste de labirinto em cruz elevado apresentou efeito dependente da microbiota
(F3,53=83,29, p < 0,0001; Figura 15G), independentemente da idade, mas com interacdo entre
os dois fatores (F3,53 = 13,95, p = 0,0012).
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Figura 15 — Efeito da disbiose entérica durante a amamenta¢do no comportamento de animais com 21 e 55 dias.
(a-b) Teste de inibigdo a alimentagdo induzida pela novidade. a = Laténcia para encontrar a comida no centro do
aparato (s). b = Laténcia para comegar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. ¢ = Laténcia para realizar o
primeiro grooming facial (s). d = nUmero de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensado pela cauda.
e = Tempo de imobilidade (s). (f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploragdo dos bracgos
abertos (%). g = Comportamentos de avaliagdo de risco (n). h = NiUmero de cruzamentos entre os bragos fechados
(n). As barras representam MzSEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas analises de Post-
Hoc. N =10-18.

Somente os filhotes com 55 dias apresentaram alteragdes significativas na expressao
génica cortical (Figura 16), e apenas dos genes Syp1 (0,5351 + 0,06282, X* = 16,44, p = 0,0016;
Figura 16A) e Sox2 (0,7065 +0,1137, X2 =7,384, p = 0,0354; Figura 16E), comparando ao grupo
controle (1,012 + 0,06121; 1,023 £ 0,07953).

Assim como no tdpico anterior, a caracterizacdo da microbiota fecal foi realizada
somente nos filhotes com 55 dias. De forma semelhante aos animais doadores, a composi¢do
relativa da microbiota fecal a nivel de filo foi similar entre os grupos que receberam fezes de
animais controle ou estressados. A nivel de classe, os animais que receberam TMF de animais
estressados durante a amamentacdo apresentaram reducdao de Bacilli, presenca de
Campylobacteria e reducdo de Gammaproteobacteria em compara¢do aos animais que
receberam TMF de animais controle. A nivel de ordem (Figura 16G), foi observado que apds o

TMF de animais estressado durante a amamentac¢do, os animais apresentaram reducdo de
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Oscillospirales, Lactobacillales e Clostridia vadin BB60, assim como presenca de

Campylobacterales.
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Figura 16 - Efeito da disbiose entérica durante a amamentagado na expressao génica cortical e hipocampal e na
composic3o relativa da microbiota fecal dos animais com 21 e 55 dias. (a-b) Express3o de Sinapsina 1 (2"22¢7). (c-
d) Express3do do Fator de Transcri¢do de Oligodendrécitos 1 (2722CT). (e-f) Expressdo do SRY-box 2 (2722CT). (g)
Composigao relativa das populagdes microbianas fecais ao nivel de ordem. As barras representam M+SEM. *
indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas analises de Post-Hoc. N = 8.

4.5. Efeitos do estresse e do TMF na diversidade da microbiota fecal

A andlise da diversidade a pelo index de Chaol, uma métrica que estima a riqueza total da
comunidade microbiana frente a amostra analisada, permitindo inferir quantas espécies adicionais
podem estar presentes na comunidade além das ja observadas, ndo encontrou diferenca significativa
(X2 =4.28, p=0.23277, Figura 17) entre os grupos de animais doadores e receptores da microbiota.
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Figura 17 — Efeito do estresse e do transplante de microbiota fecal na composicdo da microbiota fecal. Box-plots
ilustrando a a-diversidade pelo indice de Chaol em microbiomas bacterianos entre os diferentes grupos (Doador
Controle, n = 3; Doador Estressado, n = 3; Receptor Controle, n = 6; Receptor Estressado, n = 6).

5. DISCUSSAO

O desenvolvimento dos recentes métodos de sequenciamento e de caracterizagao
metagendmica dos microrganismos presentes em amostras bioldgicas possibilitaram
investigar em larga escala a complexidade do eixo CIM>® e o papel da microbiota entérica
sobre os diferentes aspectos do funcionamento do SNC%, Neste contexto, acumulam-se
evidéncias do papel das diferentes classes dos microrganismos residentes do intestino na

origem e progress3o de transtornos de humor como TDM e TAGY’.

Entretanto, ainda é pouco conhecida a janela temporal na qual a disbiose entérica durante
o neurodesenvolvimento pode afetar o desenvolvimento do SNC das proles, e se esses efeitos
poderiam impactar a saude mental durante a vida adulta. Sudo e colaboradores
demonstraram em 2004 que os déficits regulatorios do eixo HPA em animais GF poderiam ser

revertidos pela colonizacdo desses animais com Bifidobacterium infantis durante fases iniciais
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do periodo pds-natal, mas ndo na vida adulta??, sugerindo uma janela na qual a eubiose seria
fundamental para a correta regulagao das respostas fisioldgicas ao estresse. Esse achado se
alinha com a DOHaD e ja foi corroborado por estudos atuais que preveniram os efeitos da
disbiose em fases iniciais do desenvolvimento tratando a prole recém-nascida com
probidticos*? ou a deixando em co-housing com animais que apresentam microbiota

sauddvell®°.

Além disso, analises de metagen6mica em humanos mostram que o perfil da microbiota
dos bebés sofre forte influéncia da composi¢cdo da microbiota maternal’?, bem como que
alteracbes da microbiota materna também podem afetar o bebé nos primeiros anos de vida'’%.
Esses estudos propdem a microbiota materna como um agente chave no
neurodesenvolvimento da prole. Recentemente foi sugerido que essa influéncia ja ocorre
durante a gesta¢ao, onde em humanos a composicao e diversidade da microbiota gestacional
materna no terceiro trimestre gestacional foi correlacionada como comportamento dos filhos
até 2 anos apos o nascimento!'®. Alinhados com esses achados, modelos animais ja
demonstraram que a disbiose gestacional prejudica a comunicacdo axonal talamocortical,
provocando prejuizos tateis'?, e que a expressdo génica microglial sofre influéncia da
composicdo da microbiota materna de forma dependente do sexo e do tempo!’2. Dentro
dessa perspectiva, o presente estudo investigou o impacto da disbiose adquirida em

diferentes momentos do desenvolvimento do SNC no comportamento e na expressao génica

pré-frontal e hipocampal dos animais.

Primeiramente foi verificado que o protocolo de ECV foi capaz de promover as alteragdes
comportamentais associadas a depressdo e a ansiedade, como previamente descrito por
Monteiro e associados'**. De acordo com essas alteracdes e com a literatura, foram
observadas reducbes na expressao génica cortical de de Sypl e Oligl. A Sinapsina 1 é a

fosfoproteina neuronal mais abundante!’3

e encontra-se ligada a filamentos de actina do
citoesqueleto, servindo como proteina de ancoramento para vesiculas carregando
neurotransmissores no neurdnio pré-sinaptico'’4. Apds a estimulacdo do neurdnio, a Syp1 é
fosforilada pela Proteina Quinase A (PKA), se desprendendo das vesiculas e se difundindo no
botdo axonal'’. Chin e colaboradores demonstraram em 1995 que neurdnios piramidais

hipocampais cultivados in vitro a partir de camundongos knockout para a Syp1 apresentavam

desenvolvimento lento dos neuritos e ax6nios'’3. Apds dias de diferenciacdo os dendritos
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desses neurdnios apresentavam poucas diferencas em relagdo a culturas controle, contudo, o
comprimento e ramificagao axonal continuava prejudicado, demonstrando a importancia da
Syp1l para o crescimento de processos pré-sindpticos e para a plasticidade neuronal’>. Além
disso, estudos pré-clinicos em animais submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado
demonstraram que o estresse provocou uma menor expressdo de Sypl nos animais®,
corroborando com estudos clinicos que demonstram redugdo na expressao desse gene em

pacientes com Transtorno Depressivo Maior'’®.

O gene Oligl é um fator transcricional hélix-volta-hélice que atua junto do seu homélogo
Olig2 no processo de diferenciacdo e mielinizagdo dos oligodendrdcitos, células fundamentais
para a regulacdo de sinapses e circuitarias neuronais'**. Em 2004, Arnett e associados haviam
demonstrado que o gene Oligl é fundamental para a remielinizagdo em modelos de Esclerose
Mudltipla em camundongos!’’. No mesmo trabalho foi observado que no periodo neonatal a
proteina encontra-se primariamente no nucleo dos neurdnios nas duas primeiras semanas,
apo6s o qual encontra-se majoritariamente no citoplasma conforme a célula se diferencia em
oligodendrdcitos positivos para proteina bdsica de mielina (MBP+). O grupo observou que em
processos de remielinizagao provocados a partir da lesdao provocada por cuprizona, lisolectina
ou brometo de etidio, a proteina Oligl voltava a ser observada no nucleo das células proximas
a lesdo, indentificadas como progenitores indiferenciados, e que o processo de remielinizagdo
em animais knockout para Oligl era prejudicado porgue esses progenitores perdiam a
capacidade de se diferenciar. Ja em 2015, Jinxiang e colaboradores demonstraram que
camundongos knockout para o gene Oligl apresentaram prejuizos ja durante o
neurodesenvolvimento, com déficits no comprometimento de células progenitoras, na
diferenciacdo de oligodendrdcitos e na mielinizagdo encefdlica, resultando em
hipomielinizacdo na idade adulta no cérebro!’8. Esses trabalhos demonstram a importancia
da expressao de de Oligl para processos de mielinizacdao encefalica ndo apenas durante as

fases iniciais do neurodesenvolvimento, mas também na vida adulta.

Contudo, o Olig 1 também atua como repressor da diferenciacdo de interneurénios
gabaérgicos, reprimindo os potenciadores intergénicos DIx1 e DIx2, que sdo necessarios para
a diferenciacdo de interneurdnios gabaérgicos'#. Silbereis e colaboradores demonstraram em
2014 que animais knockout para Oligl apresentavam uma producdo ectdpica de

interneuronios gabaérgicos, com um aumento de 30% na populacdo dessas células no cértex
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durante o periodo embriondrio (E16)%°. O grupo observou em cultivos in vitro de progenitores
neurais retirados em P3 que o gene Oligl ainda era necessdrio para reprimir a diferenciagao
em interneurdnios e preservar a oligodendrogénese apds o nascimento, apesar de ndo terem
observado diferencgas na populagdo de interneurdnios gabaérgicos no telencéfalo dos animais
em P2. Os interneurénios gabaérgicos sdao encontrados em menor quantidade em pacientes
com TDM e camundongos cronicamente estressados'*®. Dessa forma, a expressdo de Oligl
deve ser finamente controlada durante o neurodesenvolvimento, uma vez que sua hiper

expressdo pode provocar uma menor populacdo de interneurdnios gabaérgicos!#

, enquanto
sua hipo expressdo pode causar prejuizos na mielinizacdo do SNC!**, Modelos animais ja
demonstraram que os estresses de separagao materna, o desmame precoce e o estresse
cronico variado podem prejudicar a oligodendrogénese, a mielinizagao do cértex pré-frontal
e reduzir populag¢bes de interneurdnios gabaérgicos, causando alteracdes comportamentais

associadas a depressdo e ansiedadel’®181,

No hipocampo dos animais submetidos ao ECV foi observada uma redugdo da expressao
de Oligl, sugerindo a niveis transcricionais déficits na mielinizagao hipocampal, e de Sox 2,
que ndo apresentou alteragdes no cortex pré-frontal desses animais. O Sox 2 é um fator de
transcricdo fundamental para manutencdo da pluripoténcia de células tronco e para a
neuroplasticidade!*?, atuando no desenvolvimento e metabolismo do Sistema Nervoso®>-1>3,
e pacientes com TDM apresentam expressao reduzida desse gene, que é revertida para niveis
normais apds tratamentos recentes de eletroconvulsoterapia'®®. Recentemente, Mercurio e
colaboradores realizaram uma revisao na qual analisaram knockouts condicionais de Sox2 em
diferentes tecidos e momentos do neurodesenvolvimento de camundongos, observando que
o hipocampo é uma regido particularmente sensivel a delecdo desse gene!®. O trabalho
indicou que a expressdo de Sox2 ocorre em todo o hipocampo a partir do inicio do seu
desenvolvimento e continua ocorrendo no Giro Denteado ao longo de toda a vida, sendo
importante para a diferenciacdo de células tronco neurais em neurdonios. Contudo, a delecdo
de Sox2 no hipocampo de animais adultos também provoca uma reducdo em células tronco
neurais e neurdnios granulares, demonstrando a importancia da expressdao desse fator

transcricional mesmo na idade adulta para a manutencdo do SNC'83,

Alinhadas com a literatura'3#'’2 e com os prejuizos comportamentais e de expressdo

génica observados, foi observado que o estresse cronico variado alterou a composicdo da
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microbiota fecal dos animais. Zhang e colaboradores observaram em 2022%%* que o filo
Campylobacterota, que compreende a classe Campylobacteria, ambos presentes nos animais
estressados do presente trabalho, encontra-se enriquecido apds protocolos de estresse
cronico. Esses achados pré-clinicos corroboram com estudos clinicos conduzidos por
O’Brien'® e Wang'®®, que demonstraram que infeccdes com o género Campylobacter,
principal representante da classe Campylobacteria, aumentam os escores de ansiedade,
depressdao, somatizacdo e tracos neurdticos em pacientes, enquanto induz gastroenterite
inflamatdria aguda. No presente trabalho o protocolo de estresse cronico variado também
favoreceu o enriquecimento da classe Clostridia que, segundo Medina-Rodriguez e
colaboradores'®’, é observada enriquecida em humanos com comportamento depressivo e,
uma vez transplantada para camundongos, é capaz de promover prejuizos comportamentais
similares de forma dependente de células Th17 do sistema imune, que também encontram-

se aumentadas nos pacientes depressivos.

Outra classe que tém sido alvo de diferentes estudos é a Bacilli*®®. Dela, os dois géneros
mais estudados s3o Bacilli e Lactobacillus®, sendo que esta Ultima tem ganhado atenc3o
especial por sua capacidade de modular o comportamento de camundongos®%!>,
Lactobacillus sdao historicamente considerados parte integrante do microbioma intestinal
humano, mas hoje ha um grande corpo de evidéncias indicando que apenas um pequeno
numero de espécies de Lactobacillus sdao verdadeiramente habitantes autéctones do trato
gastrointestinal de mamiferos, e que a maioria dos Lactobacillus presentes sao membros
aléctones derivados de alimentos ou da cavidade oral'®. O conteido de espécies de
Lactobacillus em amostras fecais é caracterizado por flutuacGes temporais e de falta de
estabilidade!® 10, e fatores como o estilo de nutri¢do afetam significativamente sua presenca
no intestino, onde, apesar de dominarem o duodeno e o jejuno, constituem apenas uma
pequena fragao dentro do microbioma fecal humano, cerca de 0,01 a 0,06% do total de

contagens bacterianas'®,

Desse modo, é inesperado que mesmo representando uma fracdo tdo pequena do
microbioma dos mamiferos, a classe Bacilli e o género Lactobacillus exergam papéis tdo
importantes para o comportamento do hospedeiro®. Como apresentado anteriormente,
Sgritta e associados®® demonstraram que a espécie Lactobacillus reuteri era capaz de reverter

os déficits sociais em modelos animais de TEA de forma vagal dependente, através da
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atividade do sistema ocitocina-dopamina na ATV. Em 2021, Qiu e colaboradores!®!
demonstraram que a espécie Lactobacillus delbrueckii conseguia amenizar o comportamento
tipo depressivo em camundongos tratados com LPS através da inibicdo de receptores Toll-
Like-4 que estavam mediando ativagdo microglial excessiva. Por outro lado, tanto o
tratamento com Lactobacillus helveticus'®? quanto com Lactobacillus reuteri*®®> em modelos
animais ja demonstraram aumentar os niveis de serotonina no intestino, cérebro e hipocampo,
melhorando o comportamento tipo depressivo dos modelos. Por fim, outra via investigada
pela géneros da classe Bacilli podem interagir com o SNC é através da producgdo de
metabdlitos como os AGCCY* metabdlitos capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica®®1®>%%, regular a expressdo génica®>1%, e atenuar o comportamento tipo
depressivo em modelos animais através da restauracdo da neurogénese hipocampal e da
integridade da barreira hematoencefélica'®. Alinhado com a literatura, o presente estudo

observou uma redugao da classe Bacilli e da ordem Lactobacillales.

Com a observacdo desses fendtipos relacionados ao comportamento tipo depressivo e
tipo ansioso provocados pelo protocolo de ECV nos animais doadores, foi possivel utilizar suas
fezes para a realizacdo do protocolo de TMF. Estudos como o de Chevalier e associados
demonstraram que a transferéncia de fezes de animais cronicamente estressados para
animais adultos saudaveis provoca prejuizos comportamentais semelhantes aos dos animais
doadores'3*. Dessa forma, apds a validacdo do modelo de estresse nos animais doadores, o
presente trabalho se prop6s a transplantar suas fezes para animais adultos, que apresentaram
alteragbes da composicdo relativa da microbiota fecal e déficits comportamentais
semelhantes aos dos doadores, validando o modelo de TMF proposto. Os prejuizos de
expressao génica no cértex pré-frontal provocados pelo protocolo de ECV também foram
observados nos animais adultos receptores, com reducdo dos niveis de Sinapsina 1 e Fator de

transcricdo de oligodendrdcitos 1 (Oligl), sugerindo, a nivel de expressao génica, um possivel
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déficit na comunicacdo sinaptica® e na oligodendrogénese!’® cortical, que ndo foram

observadas a nivel hipocampal.

Esses resultados corroboram com dados prévios da literatura, de modelos clinicos e pré-
clinicos, sugerindo que a microbiota contida nas fezes de animais com padrdo
comportamental compativel com os transtornos de humor e ansiedade é capaz de induzir

alteracdes semelhantes as dos doadores dos microrganismos?’, o que serd validado a partir
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das andlises metagenémica de composicdo dos microrganismos a serem realizadas
futuramente. Neste estudo foram utilizados animais sauddveis tratados com antibiético para
reduzir o numero de microrganismos residentes antes do tratamento de gavagem, ao invés
de camundongos germ-free, pois os animais que crescem sem bactérias residentes ja
apresentam naturalmente alteragdes fisioldgicas e comportamentais em relacdo a animais
saudaveis'®. Estes dados em conjunto sugerem ainda que a microbiota entérica do individuo
adulto pode induzir alteragdes comportamentais compativeis com os TDM e TAG, mediante
alteragGes estruturais relacionadas a plasticidade sindptica, oligodendrogénese e

neurogénese.

O comportamento dos filhotes de fémeas que sofreram disbiose durante a gestacao
apresentaram alteragdes comportamentais tanto com 21 quanto com 55 dias, sugerindo que
a microbiota gestacional materna apresenta um papel importante no desenvolvimento do
sistema nervoso dos filhotes, possivelmente facilitando o desenvolvimento de déficits
comportamentais na prole em quadros de disbiose gestacional. Esses achados corroboram
com o estudo realizado recentemente por Vuong e colaboradores?3, que alteram a microbiota
de fémeas gestantes com antibidticos e observaram prejuizos na prole a nivel de
comportamentos motores, decorrentes de alteracbes na axogénese, com a formacdo de

axonios thalamocorticais deficientes.

Contudo, no presente estudo, apesar dos animais demonstrarem aumento no tempo de
imobilidade no teste de SC com 21 dias decorrente do TMF com fezes provenientes de animais
estressados, esse prejuizo ndo se manteve no grupo analisado com 55 dias. Este achado
sugere uma restauracao, ao menos em partes, das altera¢gdes comportamentais induzidas pelo
TMF durante a gestacdo. Entretanto, essa melhora n3ao é observada nos comportamentos
relacionados a ansiedade ou a anedonia. Apesar da anedonia ser frequentemente observada
em pacientes com Transtorno Depressivo Maior>3, sua neurobiologia esta relacionada com
circuito mesolimbico, que consiste em proje¢des dopaminérgicas da Area Tegumentar Ventral
(ATV) para o estriado ventral, incluindo o Nucleo Accumbens®2. Dessa forma a intensidade do
comportamento aneddnico, mas ndo da depressdo, foi negativamente correlacionada em
humanos com a atividade da ATV em resposta a estimulos agradaveis®?, o que corrobora com
0s nossos resultados. No mais, como discutido previamente, Sgritta e associados

demonstraram recentemente que o tratamento com Lactobacillus reuteri consegue reverter
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déficits sociais em animais via Nervo Vago justamente estimulando a ATV, que também é
crucial para o comportamento social, a partir da ativagao de neurdnios ocitocinérgicos no
Nucleo Paraventricular®™. Esses dados sugerem uma possivel desregulacdo do sistema
Ocitocina-Dopamina presente no nosso modelo, que devera ser investigada futuramente, com

foco nos comportamentos sociais e relacionados a anedonia.

A nivel de expressao génica, a prole com 21 dias gerada por fémeas que sofreram o TMF
com fezes provenientes de camundongos estressados foi o grupo que apresentou maiores
prejuizos no presente estudo. Em humanos ja foi demonstrado que durante a gestacdao o SNC
apresenta a maioria dos genes regulados positivamente, sendo que em determinado
momento do neurodesenvolvimento chega a expressar 85% dos genes de todo o genoma'®’.
E em roedores ja foi demonstrado até o nascimento as diferentes regides encefalicas nao
apresentam elevada dissimilaridade da expressdo génica'®®. Essas regides apresentam perfis
de expressao cada vez mais semelhantes durante o desenvolvimento embriondrio inicial,
dominado por genes responsaveis pela constru¢cdo e modelagem do encéfalo, enquanto apds
0 nascimento as regides tendem a se especializar e aumentar a dissimilaridade na expressao
génica, dominadas por genes que governam a operagao do sistema nervoso como a atividade
neural e a plasticidade®®. O encéfalo conta com uma caracteristica hiper expressdo de
RNAmM'%, sugerindo que a etapa transcricional da expressdo génica pode ter uma importancia
particular nesse momento do desenvolvimento. Desse modo, estimulos ambientais, como
metabdlitos produzidos pela microbiota materna, que alteram os processos transcricionais
normativos como a compactacdao da cromatina, podem ter impactos consideraveis nessa

etapa do desenvolvimento.

Ja foi demonstrado que moléculas produzidas pela microbiota materna sao capazes de
atravessar a placenta e influenciar o desenvolvimento dos embrides, como é o caso dos acidos
graxos de cadeia curta?®. Esses metabdlitos s3o potentes inibidores das histonas
deaceticelases®?, mantendo a cromatina descondensada e assim possibilitando a expressdo
de diversos genes. Desse modo, uma menor producdo de acidos graxos de cadeia curta pela
microbiota materna em estado disbiético pode ser uma possivel explicagdo da reducao da
expressao génica observada nos filhotes com 21 dias. Com o crescimento dos animais e o

consequente controle mais fino da expressao génica, responsavel pela maior diferenciacdo



62

entre as estruturas'®®, é de se esperar que os filhotes ndo apresentem mais esses prejuizos

com 55 dias.

Ao contrario dos animais adultos doadores e receptores, a microbiota das fémeas
gestantes que receberam o transplante de microbiota fecal tanto do grupo controle quanto
do grupo estressado ndo adotou um perfil similar ao dos doadores, o que era esperado uma
vez que existe dimorfismo sexual na composicdo da microbiota em humanos e outros
mamiferos devido a diferengas hormonais, que podem ser revertidas com tratamento
hormonal®®!, e genéticas, especialmente as que tangem o sistema imune?°202, Contudo,
apesar das diferencas em comparacgao aos doadores, foi observada diferenga entre os grupos
de fémeas gestantes que receberam microbiota de animais controle e estressados, indicando
que o TMF foi capaz de modular a microbiota dessas fémeas com influéncia do sexo. De todos
os grupos analisados no presente trabalho, os filhotes com 55 dias de fémeas que passaram
pelo TMF durante a gestacdo foram os que apresentaram maiores diferencas na composicao
relativa da microbiota fecal em compara¢ao aos doadores, inclusive os que receberam TMF
de animais estressados, que apresentaram um perfil similar ao observado nos animais
controle dos demais grupos. A restauracao do perfil da microbiota pode ter contribuido para
a diminuicdo do tempo do tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda dos
animais filhos de fémeas que receberam TMF de animais estressados durante a gestacao.
Contudo, como discutido anteriormente, esses animais apresentaram prejuizos
comportamentais relacionados a ansiedade e anedonia que se mantiveram até os 55 dias,
indicando que mesmo apds a restauracdao de um perfil de microbiota similar a animais
controle quando adultos, a disbiose gestacional pode provocar prejuizos comportamentais em
animais adultos. Esse achado estd de acordo com os achados de Sudo e colaboradores??,
corroborando com a existéncia de uma janela temporal na qual a eubiose seria fundamental
para o neurodesenvolvimento e sugerindo que essa janela englobe o periodo gestacional para

determinados comportamentos.

O grupo que sofreu disbiose durante o periodo de amamentacdo apresentou os maiores
prejuizos comportamentais observados no presente estudo, assim como altera¢des na
composicao da microbiota que foram observadas até mesmo com 55 dias. Isso estd de acordo
a Hipdtese das Origens Desenvolvimentistas da Salude e da Doenca (DOHaD)*?, que baseada

em estudos pré-clinicos?%32% e clinicos??> descreve a importancia do periodo neonatal para o
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desenvolvimento e amadurecimento das diversas vias encefdlicas responsaveis pelo
comportamento normativo, no qual a disbiose entérica pode provocar déficits
comportamentais duradouros?®*. Contudo, somente os filhotes com 55 dias apresentaram

alteragGes na expressdo génica cortical, e somente dos genes Sinapsina 1 e Sox2.

Os filhotes com 21 dias que sofreram o TMF durante a amamentag¢ao ndo apresentaram
0S Mesmos prejuizos na expressao génica presentes nos filhotes com 21 dias de fémeas que
sofreram o TMF. E, como discutido anteriormente, os filhotes com 55 dias de fémeas que
sofreram o TMF de animais estressados apresentaram um perfil de microbiota diferente do
observado em suas maes, o que pode ser explicado pelo dimorfismo sexual, mas também
diferente dos animais doadores. Isso sugere que os prejuizos observados frente a disbiose
gestacional ndo foram adquiridos devido a uma contaminag¢dao com os microrganismos da mae
durante aamamentacao e sim através de alguma comunica¢do que ocorreu durante o periodo

gestacional.

Por fim, no presente estudo, identificamos algumas limita¢des relacionadas a qualidade
do sequenciamento das amostras de microbioma. Devido a essas limitagdes, a andlise do
microbioma foi conduzida apenas com as fitas forward, restringindo a caracterizacdo
taxondmica até o nivel de Ordem. Como resultado, ndo obtivemos informacgdes sobre niveis
taxondmicos mais especificos. Para superar essa limitacdo e obter uma analise mais detalhada
do microbioma, faz-se necessario o sequenciar as mostras novamente, possibilitando um
aprofundamento do nivel de sequenciamento. Dessa forma, serd viavel a identificacdo de
grupos taxondmicos em niveis menores, permitindo uma compreensao mais aprofundada da

composi¢ao e diversidade microbiana presente nas amostras.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstra que o TMF em diferentes momentos da vida do
camundongo pode provocar prejuizos comportamentais e de express3o génica nas proles. E

possivel concluir que quando o TMF ocorre durante a gestacdo, além dos prejuizos
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comportamentais, os filhotes sofrem grandes alteracdes transcricionais durante a fase juvenil,
gue ndo sdo observadas na prole com 55 dias. Por outro lado, as altera¢gdes comportamentais
sdo mais evidentes se a disbiose ocorre durante a amamentacdo e perduram até os 55 dias,
indicando que a coloniza¢do da microbiota intestinal que ocorre no periodo neonatal tem

grande influéncia no comportamento dos animais na vida adulta, conforme a DOHaD.

Tais resultados corroboram com a nossa hipétese de que a coloniza¢do da microbiota ao
longo de diferentes momentos do desenvolvimento, inclusive da microbiota materna durante
o periodo gestacional, pode induzir alteracdes comportamentais, neuroquimicas e
neuroestruturais relevantes para a saude mental do individuo adulto. Contudo, analises do
perfil imunoldgico e de metilacdo e acetilacdo de histonas, assim como de de modificacdes
pos-traducionais, sdo necessdarias para entender as possiveis vias pelas quais o controle da

expressao génica estd sendo realizado nessa comunica¢do ao longo do desenvolvimento da

prole.
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1. Intreduction

Although the knowledge of the existence of micro-
organisms and their involvement in diseases begins
at 15th century with the germ theory by Girolamo
Fracastoro and Marcus von Plenciz, chinese med-
icine from the 4th century already used the Yellow
Soups as a rudimentary microbiota transplantation
method for treating intestinal disease.' However,
with recent advances in techniques for genome
sequencing that allowed a deep uncovering of
microbe species and variabilities,” accumulated
data reveal the influence of the gut microbiota on
several human physiclogical processes, such as the
sensitization and balance of the immune system®,
hormone production,” aging,” and metabolism.®

Therefore, Sudo and colleagues’ provided evi-
dence for the interplay between enteric microbiota
and stress responses coordinated by the hypotha-
lamic—pituitary—adrenal (HPA) axis. They reveal
an exacerbated curve of serum glucocorticoids
released after stress exposure in animal germ-free
(GF) compared with the specific pathogen-free
(SPF) group. Interestingly, they also highlighted
that those responses of the HPA axis are normal-
ized as GF animals are colonized with a commensal
bacteria Bifidobacterium infantis. However, the
regenerative effects of gut colonization are only
observed as they occur in juvenile animals, before
completing the neural maturation. Therefore, these
findings already suggest the presence of
a mechanism by which the gut microbiota could
modulate the HPA stress response during
neurodevelopment.®. Since then, the bidirectional
interplay between host intestinal commensal bac-
teria and central nervous system (CNS) superior
functions, such as emotion,” effectiveness,"”
sociability," and cognition'? have attracted atten-
tion. The gut-brain axis (GBA) promotes
a complex bidirectional communication between
gut commensal bacteria, the immune system, the
enteric nervous system, and the neural system,
commanding activities responsible for brain devel-
opment, health, and disease.">"*

The role of GBA in brain development and
maturation from gestational phases to adulthood
neurological outcomes has been revealed in both
clinical™"® and preclinical studies.'” With different
approaches, studies have highlighted the hypothesis
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that neurodevelopmental dysfunction induced by
maternal microbiota disturbance (MMD) may result
in psychiatric disorders, such as autism spectrum
disorder (ASD)L'¥ multiple sclerosis,'® generalized
anxiety (GA),” and schizophrenia (57).%'
Although consistent results describe the neural
mechanisms involving the microbiome to CNS
functions, collectively, the evidence is sometimes
conflicting or inconclusive.” Methodological lim-
itations of long-term follow-up of patient cohorts
from pregnancy to adulthood may explain the lim-
ited number of studies and unsatisfying results.™
Furthermore, differences in the experimental pro-
tocols, such as the microbiota manipulation tech-
nique chosen, different behavioral analysis
paradigms, and the distinct methods applied for
microbiota sampling and analysis add high varia-
bility, which can result in a disagreement between
preclinical studies.”* " For instance, several stu-
dies using microbiota manipulation, such as diet,
chemical agents, probiotics, prebiotics, or symbio-
tics have shown differences in the impact on bac-
terial populations, with divergent effects on the
host outcomes.*™** Therefore, we run over the
current literature aimed at investigating whether
MMD during the embryonic developmental win-
dow might impact the behavioral outcomes of off-
spring during adulthood life. To achieve this goal,
we performed a systematic review with meta-
analysis to combine the results of behavioral tests
of the offspring generated by dams submitted to
enteric microbiota perturbation during pregnancy.

2. Methods
2.1. Literature search

This study is registered to PROSPERO (#289224)
and was reported according to the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA) guidelines,® and the
recommendations for carrying out meta-
analyses.™ A searchable review question was
structured wusing the PICO tool as follows:
Population = laboratory rodents; Intervention =
treatment of female progenitors during the preg-
nancy antibiotic, probiotic, prebiotic, symbiotic,
microbiota colonization, microbiota transferring,
and diet manipulation in any dose, via or time of



administration; Control = treatment of female
progenitors during the pregnancy with wvehicle
or saline or non-treated with intervention;
Outcome = behavioral outcome of the offspring
in the infancy, youth, or adulthood in relevant
behavioral tests. The analyzed behaviors were
those aiming to investigate depressive and anxi-
ety-like behaviors, social deficits, cognition altera-
tions, schizophrenic, panic, and obsessive-
compulsive behaviors. A systematic computerized
literature search of PubMed, EMBASE, and Web
of Science was conducted to target original arti-
cles that investigate the effect of maternal micro-
biota perturbations on offspring behavioral
outcomes using the search strategy design
described in (Supplementary Table 51).

2.2, Eligibility criteria and screening

Rodent pre-clinical studies in any language, any date,
and any journal were included if they aimed to
experimentally manipulate maternal microbiota dur-
ing pregnancy or until weaning and performed
a behavioral analysis on offspring in adulthood.
There were no studies with a protocol of MMD before
gestation. The MMD window was selected due to
previous clinical and preclinical evidence showing
that the first offspring microbiome is mainly formed
by maternal vertical transmission.”'~ The following
inclusion criteria were applied to the screening of the
relevant studies: (1) used adult laboratory rodents
{rats or mice) of any sex and strain; (2) altered the
maternal gestational microbiota through the use of
antibiotics, probiotics, prebiotics or symbiotics,
microbiota transfer, or dietary manipulations with
caloric changes, fiber consumption, or ingestion of
environmental contaminants; (3) characterized
maternal microbiota profile; (4) the control group
did not undergo any manipulation of the microbiota;
(5) performed the relevant behavioral tests in the
offspring older than 21 days. The following beha-
vioral tests were eligible: Forced swimming test; Tail
suspension test; Learned helplessness; Novelty sup-
pressed feeding test; Sucrose spray test; Sucrose pre-
ference; Social default test; Elevated plus maze test;
Vogel conflict test; Open field test; Light dark box;
Elevated zero maze; Three chamber social interaction
test; Three chamber social interaction test; Social
interaction; Ultrasonic vocalization; Water maze
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test; Movel object recognition test; T test; Marble
burying; Prepulse inhibition; Barnes maze test; and
Y maze test.

Studies were excluded if they (1) were reviews,
systematic reviews, or meta-analyses; (2) did not
manipulate the maternal microbiota during preg-
nancy; (3) did not characterize the maternal micro-
biota; (4) performed the maternal microbiota
manipulation by using behavioral or environmen-
tal stress, maternal immune-stimulating, and
immune-suppressors; (5) conduct a co-treatment
with two or more intervention factors; (6) per-
formed no relevant behavioral study in the off-
spring of the experimental dams. Four reviewers
(F.F.,LH,GR., and AK.) independently screened
all titles and abstracts before full-text retrieval. The
full texts of potentially eligible articles were
assessed independently by at least two reviewers,
and discrepancies were resolved through debate
and consensus of the four authors for the final
decision.

2.3. Assessment of study quality

Two independent reviewers (L.H. and G.R) evalu-
ated the risk of bias using the RoB Syrcle tools™,
which assess general aspects of experimental design
and more specific features of animal research. In
case of disagreement between the authors in some
aspects of the evaluation, a third reviewer (F.F.) was
consulted to make the final decision (Supplementary
Table 52).

2.4. Data extraction, global, and stratified
meta-analysis

Qualitative information was extracted by reviewers
(F.F,LH, GR,and A K. using a predefined data
extraction sheet (Supplementary Table §3), with
the following items: article DOIL, year of publica-
tion, experimental animal (species, age, and sex),
microbiota manipulation technique, behavioral
analysis conducted in the offspring, type of out-
come measure and statistics [unity, mean, standard
error, and sample size (n)]. When sample sizes
were reported as intervals, the average between
the numbers was used as the sample size (e.g.
when 6-12 animals per group were reported, the
sample size was considered as 9 animals per group).
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For each primary outcome, a standardized mean
difference (SMD) was calculated per study. Studies
were stratified according to the theoretical para-
digm (social behavior, memory, anxiety, depres-
sive, schizophrenic, or obsessive-compulsive
behavior) for subgroup meta-analysis independent
of the features of the population, intervention, con-
trol, or outcomes. When feasible (at least two stu-
dies per subgroup), the meta-analyses were
performed using a random effect model to estimate
the combined effect size (CES, Hedges'g) with 95%
confidence interval (95% CI), publication bias
{Forest plot, Trim-and-Fill), and Heterogeneity
(12, Q) statistic and the associated p-value, alpha
= 0.05).

The combined effect size for all measures was
calculated normalizing by behavioral impairment
or standard behavioral, according to the outcome
of the animal task. Therefore, a negative effect size
was observed when treatments reduced the prob-
ability of exhibition of that particular activity
{Mttd = mean of the treated group) compared to
the control group (Mctl = mean of the treated
group), resulting in a negative value (Mttd - Mctl
< 0). For example, it was considered behavioral
impairment the reduction of open arm exploration
time in the Elevated Plus Maze test (interpreted as
anxiety-like behavior), the reduction in the dis-
tance moved in the target quadrant in the Morris
Water Maze (interpreted as memory impairment),
the reduction in sugar consumption in the Sucrose
Preference test (interpreted as anhedonia-like
behavior), or the reduction in sociability time in
the Three Chamber test (interpreted as social def-
icits). When the behavioral impairment results in
an increase in the probability of a particular activ-
ity. such as the increase in buried marbles in the
Marble Burying test (interpreted as stereotyped
behavior). or increased latency to find the target
hole in Barnes Maze (interpreted as memory
impairments), compared to the control group, the
size effect result (Mttd - Mctl) was multiplying by
—1, as provided at the raw data (Supplementary
table 53).

Calculations and figures were prepared using the
Software Meta-essentials by Suurmond, van Rhee,
and Hak™ (www.erim.eur.nl/research-support
/meta-essentials/downloads). In the case of studies
applying two or more behavioral tests to the same

cohort of animals, one of them was randomly
selected to be analyzed.

The combined effect sizes (CES) Hedges'g were
categorized as very small (SMD = up to 0.2}, small
(SMD = between 0.2 and 0.5), moderate (SMD
=0.5-0.8), and large (SMD higher than 0.8).%
The values of 12 ranging from 0% to 100%, indicate
proportion of heterogeneity interpreted as low to
up to 25%, moderate in between 25% and 75% or
high for above 75%. The 95% confidence interval
{95% CI) excluding the null was considered signif-
icant or conclusive while 95% CI including the null
was considered inconclusive. P-values lower than
alpha (< .05) were interpreted as conclusive.

3. Results
3.1. Search result

From a total of 459 records identified in the data-
base-searching strategy, 331 had the title and
abstract screened after removing 128 duplicates
(Figure 1). Fourteen articles fulfilled the eligibility
criteria. After a full text examination, the two arti-
cles were excluded as they did not match the inclu-
sion criteria.”®"’ One eligible article found by
a manual search was included.™ A total of 13 pub-
lications and 21 studies, reporting at least 1129
animals, were included in this review: Afroz et al,
2021;™ Bruce-Keller et al., 2017;"" Buffington et al.,
2016;"" Champagne-Jorgensen et al., 2020;"" Hill
et al, 2021;** Lebovitz et al, 2019;'" Lyu et al.,
2021;* Sanguinetti et al., 2019 Tochitani et al.,
2016;" Vuong et al., 2020;* Xiao et al., 2020;" Yu
et al., 2020;" Leclercq et al., 2017.%*

3.2. Description of the eligible articles

The characteristics of the selected articles are
presented in Table 1. Most of the articles
included in the present work used C57BL/EM
(N'=0)!120.27.283040,424846 oo oo e o] mod-
els. However, other rodent models were used, such as
BALB/c (N=2)"**" and B61295F2(] (N =1) mice®
and Sprague-Dawley rats (N=1).*

Although most studies have split males and
females into independent groups,''="*7 884245
some have not differentiated between the
sexes. >4 In this case, the animals were considered
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- PUBMED 243
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Titles and abstracts screened
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| [_Screening
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12E duplicates removed

Records excluded

[n=317)
A48 review articles
69 used immune or behavioral stress, pesticide, or phytoestrogen
EXpOSUTe
122 artichke not relevant (without maternal microbiome profile,

without behavioral analysis, or control groups)

49 microbiote manipulation out of gestational period
29 other animal species (non rodents)

= 2 records excluded {not relevant)

E‘ Full-text articles assessed
— far eligibility and RoB
= analysis

g | {n=14)

Lt

=

's Studies included in
.E meta-analysis (n-13)
=

Figure 1. PRISMA flow diagram of the study.

to have non-defined sex. As defined in the inclu-
sion criteria, only animals tested from 21 days
onwards were included in this meta-analysis.
Thus, the animals underwent behavioral tests
between an average of 3 and 14 weeks.

The majority of included articles used
antibiotics!!#7.284148.45 or diet
manipulation®™ 04346 53¢ the  experimental

approach for maternal microbiota perturbation,
followed by environmental contaminant by
silver®™ and lead® and fecal transplantation™
(Figure 2a). Manipulations in the different selected
articles that occurred during pregnancy and cold
also included the breastfeeding period, encompass-
ing the perinatal period. The 165 V4 DNA sequen-
cing method for microbiome characterization was
used for 11 articles,'"***#%*4 gne used shotgun

1 articles identified by manual searches references

metagenomic,” and one used bacterial culture'’
(Figure 2b).

The eligible articles used the following outcome
measures of behavioral analyses: (1) Open field:
inner zone locomotor activity, time spent in the
inner zone, or the number of entries in the inner
zone; (2) Elevated plus maze (EPM): open arm
exploration time (OAE), head dipping; (3) Three
Chamber: sociability (score), time spent with social
novelty, time in social chamber; (4) Ultrasonic
vocalization (UV): vocalizing time; (5) Reciprocal
social interaction (RSI): interaction frequency; (6)
Barnes Maze (BM): latency to find the target; (7)
Y maze (YM): alternation triplets; (8) Morris water
maze (MWM): distance traveled in the target quad-
rant; (9) Marble burying (MB): number of buried
marbles; {10) Prepulse inhibition test (PPI)
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Table 1. Characteristics of the articles included In tha present study.

Reference Behavioral Mean age Sample
\author and year) paradigm Experimental manipulation Animal [wesks)  Sex size  Behavior assessments
Lebavitz, 2019 Soclabilry Antibiotic C57BL/sN 3 ND B6 Thiree Chamber
Bruce-Ezller, 2017 Facal Transplantation C57BL/SN 1w M F &0 Ultrasomic vocaltzation
Tochitanl, 2016 Antibiotic C57BLASN 12 M 28 Soctal interaction
Buffington., 2016 High-fat diet Cs7BL/sN 0 M 3z Soclal Interaction
Jorgensen, 201% Antibiotic BALB/c & M, F 50 Thires Chamber
Laclarcg, 27 Antibiotic BALB/c & M. F 51 Thires Chambber
Afroz, 2021 High-salt diet C57BL/sN ] M F 52 Thiree Chamber
Bruce-Keller, 2017 oo Fecal Transplantation C57BL/sN 0 M F &0 Marble burying
Buffington., 2016 High-fat diet C57BL/sN 0 M 3z Marble burying
Afroz, 2021 High-sakt diet Cs7BL/sN ] M F 52 Marble burying
Lyu, 2021 Silver nanoparticle C57BLASN 1 ND 23 Elevated plus maze
2020 Schizophrenia  Antibiotic Cs7BL/sN B ND 70 FPrepulse inhibtion
Brusce-Ksller, 2017 rudlety Fecal transplantation Cs7BL/sN 0 M F &0 Open field
Tachitani, 2016 Antiblotic C57BL/sN 12 M bl Open field
Buffington, 2016 High-fat diet C57BL/sN 0 M 3z Open field
Jorgensen, 2019 Antiblotic BALBE/c 6 M F 59 Elevated plus maze
Yu, 2020 Low-fiber diet Cs7BLAsN [ ND 34 Elevated plus maze
Lyu, 2021 Silver nanaparticle Cs7BLAN 1 ND 23 Elevated plus maze
ill, 2021 Antibiotic Cs7BL/sN 7 M F 0 Open field
Laclarcg, 27 Antibiotic BALB/c & M, F 51 Elevated plus maze
Bruce-Kaller, 2017 Dieprassion Fecal transplantation C57BL/sN (1] M. F &0 Sucrosa prefarence
Yu, 2020 Memory Low-fiber dist Cs7EL'6N L] ND kL Barnes Maze
Sanguinettl, 2019 High-fat diet B&1295F2/) 14 ND 45 ' maze
Lyu, 2021 Siver nanaparticle C57BLASN 1 ND 23 Barnes Maze
), 2020 Lead acetatz Sprague-Dawley B M 20 Marrts Water Maze
0D obsessive-compulstve disorder; ND- non-defined: M male; F: female

Foca Torspianain [N cure

Envronmentzt L Snoigun

Comaminanis

a4 Dt Klanipulation

a & Antibigtic b wswaena G

13 Armiety-live

Flgure 2. Descriptive analysis of the articles Induded In the present study. () The methodology used to manipulate the maternal
gestational microblota. (b} The method wsed to characterize the matemnal gestational microblota. (c) Behavioral paradigm analyzed.

prepulse inhibition; (11} Sucrose preference test
(5P}): volume consumption.

Thirteen independent groups of animals from the
selected articles evaluated anxiety-related behavior,
through Open Field™*** or Elevated Plus Maze
tests; ™% ten accessed social deficits behaviors
using Three  Chamber,'"****  Ultrasonic
Vocalization.”™ or Reciprocal Social Interaction
tests;”*" six evaluated obsessive-compulsive behavior
using Marble Burying test™ """ or Stereotyped Self-
grooming;™ five surveyed memory through Barnes
Maze.®* Y Maze,” or Morris Water Maze;™ two

assessed Depressive-like behavior applying Sucrose
Preference test;" and one investigated Schizophrenia
using prepulse Inhibition test44 (Figure 2c).

3.3. Assessment of study quality

The Systematic Review Center for Laboratory
Animal Experimentation (SYRCLE) risk of bias
(RoB) tool was used to assess the risk of bias in
the included animal studies. The risk of bias was
low for most of the studies, as described in
Supplementary Table 52.
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3.4. Global meta-analysis: CESs of maternal enteric
microbiome disruption on offspring behavioral
outcomes

The analysis combined of all thirty-five behavior out-
comes revealed a significant effect size (SMD = —0.51,

GUT MICROBES (=) 7

95% CI = —0.79t0-0.22, p < .001) indicating that MMD
provokes behavioral impairments in the adult offspring
(Figure 3). According to Hedges'g criteria, the effect size
for the preset collection of data was moderate and asso-
ciated with high heterogeneity (T2 = 0.54, 12 = 79.85%).

Studies Welghi Effect Size Behavioral Impairments  Stamdard Behavior
[ i % -0 -6, 400 -La0 oo L 400 ED00 B0

Overall effect

Gilobal meta-anakysis l’-‘

(35 behavional cestcames]
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Vupeg, et al | I (A} -~
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Keller, et al., 207, (M) ——

Keller, et al., 3017, (F) .‘-_

Memory

LT A —— o e
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Sangwinetti, ef al.. 2019, (24w = —_——
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Flgure 3. Forest plot graph of the effects of MMD on offspring behavior. M: males; F: females; Ab: Antiblotic; Gf: Germ-free. Only

Independent groups from the same study were used.
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3.5. Stratified meta-analysis: CESs of maternal
enteric microbiome disruption on offspring
memaory, and social, anxiety-like, depressive-like,
schizophrenic-type, and obsessive-compulsive
behaviors

The estimated CES in the meta-analysis stratified by
each outcome reveals that MMD is significatively
associated with reduction of sociability behavior
(SMD = -0.63, 95% CI=-1.18 to - 0.07, p=0.011,
T2=10.30, [2=76.11%), and obsessive-compulsive-
like behavior (SMD =-0.68, 95% CI=-0.01 to
-1.36, p=0.009, T2 =0.25, 12 = 62.82%). According
to Hedges'g criteria, the effect size for all stratified
behaviors was moderate and associated with mod-
erate heterogeneity (Figure 3).

The CESs were moderate and not significant
statistically in the studies investigating anxiety-
like behavior (SMD =-0.45, 95% Cl=-1.07 to
0.17, p=0.113, T2=0.83, 12=84.42%) and
memory (SMD=-0.67, 95% CI=-1.85 to 0.50,
p=0.111, T2=0.79, I2 = 83.41%), and very small
in depressive-like behaviors, also not significant
statistically (SMD =0.16, 95% CI =-7.16 to 7.46,
p=0.784, T2 =0.53, 12 = 80.09%), both with high
heterogeneity. As only one experimental group
for schizophrenia-like behavior was found in the
literature that fulfilled our inclusion criteria, it
was not possible to perform a meta-analysis for
this model (Figure 3).

4. Discussion

In the last decade, the maternal microbiota has
received remarkable attention due to its interfer-
ence with brain development, resulting in long-
lasting effects on the offspring.'”*® According to
the developmental origins of health and disease
hypothesis.®® during the perinatal period, the
development and maturation of several body reg-
ulatory systems, such as immune, endocrine, and
neural systems, occurs with particular suscept-
ibility to environmental factors.”~"* However,
there is still a limited number of clinical studies
investigating the role of the maternal enteric
microbiome in infant neurodevelopment.
Moreover, so far as we know, no study has
directly investigated the effects of maternal dys-
biosis on offspring’s behavior. Most protocols

have used the GF animals or antibiotic. pre-, or
probiotic treatments for microbiota manipula-
tion. The present meta-analysis investigated
whether the disturbance of maternal enteric
microbiota would be associated with behavioral
abnormalities manifested by the offspring during
adult life. We access this hypothesis by reviewing
thirteen eligible, from a set of 459 rodent precli-
nical studies, identified using a search strategy to
determine offspring’s behavioral outcomes gener-
ated in MMD protocol.

One of the eligibility criteria requests the con-
firmation of disturbance of maternal enteric micro-
biota by at least one validated method. Only one
article used growth culture media characterize the
microbiota profile, while the other twelve used
culture-independent methods. Among them, one
study used the shotgun method, and eleven char-
acterized the maternal microbiota by using the 16s
metagenomics method.™ The metagenomic meth-
ods allow the characterization of a greater number
of microorganisms and the processing of signifi-
cant amounts of data than culture-dependent
methods." The cost decrease observed in recent
decades, especially to 165 metagenomics, explains
the exponential number of studies in the field.
Although the search strategy included other species
as non-human primates, only studies with rodents
matched all the criteria. Nine in thirteen studies
used mice of the C57BL/EN strain as rodent mod-
els, three used other mouse strains (BALB/c and
B61295SF2/T), and only one used rats (Sprague-
Dawley).

This variability in species/strain may have con-
tributed to the heterogeneity of the meta-analysis.
Even though most studies have used GF compared
to SPF animals, or protocols for microbiota reco-
lonization of GF animals, the present meta-analysis
did not include studies with GF protocols because
this condition has been associated with several
behavioral and neurodevelopmental abnormalities,
and they have not been considered clinically rele-
vant models because its weakness in causality.*

In the present meta-analysis, the combined
effects for behavioral outcomes to animal models
of major depression disorder. memory. obsessive-
compulsive disorder, sociability impairments, and
generalized anxiety reveal that MMD might nega-
tively impact the expression of offspring’s behavior
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during adult life. The meta-analysis stratified for
sociability outcomes confirmed a significant
impact of MMD on the offspring’s behavior. This
finding corroborates other studies showing that
maternal microbiota might influence the social
behavior of the offspring. being associated with
increasing the risk of neurodevelopmental disor-
ders including ASD.'"**3* For instance, Bruce-
Keller et al. demonstrated in 2017 that microbiota
transplantation from animals submitted to the
High Fat Diet (HFD) to pregnant females
decreased the sociability of offspring in both
males and females.™ Although this study did not
investigate the neural mechanism, it suggested that
a healthy maternal microbiota is important for the
offspring’'s social behavioral development. Lastly,
Afroz et al™ also observed that a high-salt diet
during pregnancy reduced the maternal
Lactobacillus population, which was related to
lower sociability in the offspring, both in males
and females.

Social impairments were also observed in studies
that used small doses of antibiotics as models of
MMD, an approach close to what is observed clini-
cally. Jorgensen and colleagues demonstrated that
even low levels of penicillin exposure can lead to
social impairments only in male rodents. These
behavioral alterations were correlated with brain
AVPRI1A, AVPRIB, and OXTR altered expression,
and decreased balance of splenic FOXP3+ regula-
tory T cells.’®*" Prenatal penicillin exposure also
led to distinct microbiota compositions clustered
differently by sex."! His team continued Leclercq
et al.'s work, which in 2017 had already shown that
small doses of penicillin during pregnancy and the
perinatal period caused deficits in the animal's
sociability.” Regardless of gender, and an
increased AVPRI1b expression in the prefrontal
cortex of both sexes, but not in the hippocampus.
This gene encodes a receptor for vasopressin,
important for arginine-vasopressin signaling, and
is related to the aggressive behavior of offspring.™
The group also observed a systemic increase in pro-
inflammatory cytokines, such as interleukin (IL)-6,
IL-10, and CXCL15, in the animals’ prefrontal cor-
tex, but without systemic changes.

After that, different studies analyzed brain
impairments that could explain the effects of
MMD, causing social disabilities in offspring. As
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observed by Lebovitz et al,, one of the mechanisms
by which a model of antibiotic-based bacterial
depletion in maternal microbiota impairs the
proper offspring neurobehavioral development is
due to an accentuated prefrontal cortex microglial
expression of Cx3crl, a chemokine receptor for
neuron-derived Cx3cll (fractalkine). This signaling
pathway involves premature senescence of micro-
glia and dysfunctional remodeling of synapses,
leading to deficits in the social preference in
males and females during the three-chamber test,
which can be rescued by Lactobacillus murinus
HU-1 or Cx3crl Knockout11.

Buffington and colleagues also explored the role
of the Limosilactobacillus genus on mechanisms of
social deficits induced by dysbiosis40. The group
observed that pups of females that submitted to
MMD showed social deficits related to lower long-
term potentiation (LTP) in the ventral tegmental
area (VTA) in dopaminergic neurons during social
stimuli, and has a reduction in hypothalamic oxy-
tocinergic neurons when compared to the pups
generated in female control. Treating these pups
with L. reuteri restores the number of hypothala-
mic oxytocinergic neurons, which reestablish LTP
in the VT A and, consequently, improves the socia-
bility of the animals.

Finally, the study conducted by Tochitani et al
did not observe social impairments in male mice.”
In that work, behavioral analysis was performed on
the offspring of females submitted to MMD during
pregnancy at four and eight weeks of life. However,
the authors report that animals exhibit locomotor
impairments at week four, which could be
a confounding factor for the sociability test. Also,
social behavior was not evaluated at week eight,
when the animal no longer showed locomotor
impairments. Taken together, these studies accu-
mulate evidence that MMD modulates social beha-
vior in the offspring and highlight the role of the
Lactobacillus, Lacticaseibacillus, and
Limosilactobacillus genus in sustaining a healthy
microbiota for sociability in adult life.''2%* =%

The CES stratified analysis also demonstrated
that MMD increases the stereotypical behavior of
the offspring. Stereotypical behaviors are symp-
toms of different disorders such as OCD, ASD™
and SZ,” characterized by repetitive, functionless
motor behavior.”” Stereotyped behavior seems to
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be related mainly to excessive dopaminergic activ-
ity in the basal ganglia,”® which is influenced by the
gut microbiota. One of the gold standard models
for studying this behavior in mice, with great valid-
ity and easy implementation, is the MB test™ All
three studies performed the test on males found
that MMD elicits stereotyped behaviors in the
offspring. %4 Of these, only two also performed
in females,”" which did not show significant dif-
ferences from the control group. In addition to the
MB test, another way to analyze stereotyped beha-
viors is through the quantification of unnecessary
and exacerbated compulsive behaviors in mice,
such as excessive grooming,”® increased chewing
of non-nutritive kaolin clay.” and excessive head-
dipping behaviors.”® In the study by Lyu and col-
laborators, mice that underwent MMD through
exposure to AgnNP spent more time engaged in
stereotypic head-dipping behaviors compared to
controls.” Together these results suggest that
MMD might have a sex-dependent effect for off-
spring’s stereotyped behaviors, corroborating the
neurodevelopmental hypothesis for ASD."!
Regarding the other behaviors analyzed, it has
already been demonstrated that colonization of
healthy mice with fecal microbiota provided by
donor mice subjected to stress protocols is suffi-
cient to reproduce the stress-related behavior,
including anxiety and depressive-like behaviors,
in the recipient mice.®” In addition, Schmidt et al.
have shown that FMT from healthy adult rats pre-
vented both gut dysbiosis and anxiety-like beha-
viors development in those animals suffering spinal
cord injury.®? Moreover, previous studies also have
shown that adult GF animals exhibit a constitutive
reduction of anxiety-related behaviors compared to
SPF animals.”* This anxiolytic-like response of GF
animals also occurs when they are exposed to
stress,” and it is reversed when mice receive micro-
biota of healthy SPF animals via FMT.** Although
all these pieces of evidence suggest that gut micro-
biota participants in anxiety-like responses, we
found a marginal combined size effect of the
MMD on offspring anxiety-like behavior in the
present data set. However, we apply a meta-
analysis for adult mice undergoing maternal enteric
dysbiosis, a protocol different from the results
above. Moreover, several animal models that
explore anxiety-related behavior are susceptible to

other environmental stress.*® Thus, studies aimed
to assess the effects of MDD on offspring behavior
could have been contaminated by confounding
factors.

The same occurs with the CES for memory-
related behaviors. D’Amato and coworkers have
shown that transplantation of the microbiota
from aged mice to adult mice affects spatial learn-
ing and memory via modulation of hippocampal
synaptic plasticity.”” A sharp decrease in bacteria
associated with the production of short-chain fatty
acids (SCFAs) (Lachnospiraceae, Faecalibaculum,
and Ruminococcaceae) was observed in the trans-
planted mice. Also, using transplantation techni-
ques, the microbiota of a rodent model of
Alzheimer's disease for C57BL/6 mice decreased
neurogenesis in the adult hippocampus and Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) expression,
and increased p21 expression, leading to memory
impairment.®® However, the results of stratified
CES in the present study showed no effect of
MMD on offspring memory, suggesting that these
changes observed in adult animals, at least for the
present collection of data, may not be related to
MMD. Regarding behaviors related to depression
and schizophrenia, the number of results obtained
in the present data collection does not permit con-
clusions so far, and further studies are needed.

GBA is one of the most complex communication
systems evolving immunological, endocrine, meta-
bolic, and neural pathways.**™ However, the
mechanism whereby environmental factors during
the perinatal-phase compromise the GBA and
cause negative consequences to neural develop-
ment remains to be elucidated ™7™

Dietary habits have been shown a consistent and
reproducible factor in shaping the composition of
the gut microbiome,”™ leading to impairments in
memory, exploration, and social behavior in adult-
hood in rodents."™** Different diets provide differ-
ent nutrients that can select the composition of the
microbiota, as shown in clinical™ and preclinical®™
studies. In addition, various components of the
maternal diet play beneficial roles in mental health
depending on the gut microbiome.® For example,
inulin is a soluble fiber that cannot be digested by
the body,* but is metabolized by enteric micro-
biota, leading to the production of SCFAs®
Several studies have reported that diet-induced
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MMD, e.g. inadequate dietary fiber or excessive
consumption of high-fat or high-salt foods, disrupt
the gut microbiota of the offspring®™ and also mod-
ify the production of maternal gut metabolites that
can cross the placenta and the embryo blood-brain
barrier (BEB)." Both have been associated with
neurodegenerative  diseases and behavioral
disorders.” In addition, transplantation of the
HFD gut microbiota into female mice before
breeding can disrupt social behavior in males, but
not in females and offspring.™ This study adds to
evidence that behavioral impairments induced by
HFD may be vertically transmitted to the offspring
through the microbiota in a sex-specific manner.

Another way to trigger MMD applied in the stu-
dies included in the present meta-analysis was the
consumption of environmental contaminants, such
as silver and lead. These substances are widely used
by the food and pharmaceutical industries because
of their beneficial antimicrobial and antifungal
propertiesss However, chronic exposure to environ-
mental pollutants has been linked to the develop-
ment of neurodegenerative diseases, as these
substances can accumulate in various organs, such
as the brain and gut, with harmful effects. Moreover,
due to their antimicrobial activity and accumulation
in the gut, these materials can alter the microbiota
when ingested, depending on the dose and format of
the nanoparticles.™ In two papers presented
here,®™* environmental contaminants were found
in association with MMD. The contaminant induced
the reduction in resident hippocampal microglial
cells and stereotyped behavior in the offspring®®
Memory impairment was also reported to be asso-
ciated with morphological abnormalities in hippo-
campal dendritic spines,** which could be reversed
with a multispecies probiotic containing genus
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lacticaseibacillus,
Limosilactobacillus, and Streptococcus.™ Together,
these findings reinforce the role of environmental
contaminants in MMD and its consequences to
neurodevelopmental and mental health.

Antibiotic administration, in turn. has been
pointed out as the most useful method for MMD
induction generating a GF-like phenotype. These
drugs may influence neurodevelopment by (1)
altering the maternal gestational microbiota;™ (2)
changing the profile of microorganisms passed to
the offspring;®® (3) changing the absorption of
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nutrients by the mother, which may affect the
microbiota and milk composition;™ (4) causing
hyperactivation of the HPA axis by altering the
maternal microbiota and impairing maternal nur-
turing behavioral in the postnatal period, which is
a stress factor for the offspring® Yet, a common
criticism regarding the use of antibiotics to deplete
the microbiota in animal models is the lack of
similarity with what actually occurs in clinics,
which use significantly lower doses.*®

Furthermore, different combinations and con-
centrations of antibiotics are used in the literature
and, despite generally impacting the most abun-
dant phyla such as Firmicutes and Bacteroidetes,
this diversity causes different changes at lower
taxonomic levels.”? In addition, clinical evidence
has already shown that the individual's microbiota
before the start of antibiotic treatment is one of the
main determining factors for the disturbances that
will be caused in the microorganisms
populations.® Together, the combination of anti-
biotics used and the profile of the healthy micro-
biota of the animals used in each study might
contribute to the heterogeneity observed between
the different studies.

In the context of the neuro-immune system,
a body of evidence suggests that inflammatory
unbalance during pregnancy might facilitate neu-
rodevelopmental psychiatric illness. Elevated levels
of gestational maternal pro-inflammatory markers
including C reactive protein (CRP) and pro-
inflammatory cytokines such as IL-6, IL-1, and
IFN-gamma have been associated with ASD,*
SZ,%* Parkinson® and Alzheimer disease.”"'"
Inflammatory environments seem to be related to
a brain region-specific microglial activation, such
as prefrontal cortex, hippocampus, and amygdala,
with elevated expression of microglial senescence
genes (such as Trp™ and I1f),'" inflammatory
mediators (e.g. Cx3crl)," and reduced oxytocin
signaling,” which are correlated with dysfunc-
tional modeling of synapses and behavior. Finally,
evidence from our group and others'™ has shown
a remarkable effect on hippocampal biomarkers of
synaptic plasticity when the dysbiosis is provoked
during the weaning period (data not published).
Therefore, the immune system has been considered
a crucial for maintaining hippocampal neurogen-
esis, social behavior, and cognitive functions."™'™
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In particular, for neurodevelopment, the gut
maternal enteric microbiota has emerged as
a crucial player in the immune system balance
and maturation. For instance, in a model of rever-
sible colonization of germ-free mice during gesta-
tion, the microbial shapes the neonatal immune
system even before birth through molecular signals
derived from the microbiota of the mother.?
Otherwise, maternal microbiota was important to
mature intestinal innate immune cells and to alter
intestinal gene expression profiles in the
offspring. '™ A clinical study with a cohort of
1074 newborn infants revealed that maternal gut
microbiota might conditionate the composition of
child immune cells.!” Infants clustered by
Dialister, Escherichia, and Ruminococcus present
lower proportion of granulocytes, and higher pro-
portion of both central naive CD4 T cells (CD4
+/CD45RA+/CD31-) and naive regulatory T cells
(Treg) (CD4+/CD45RA+/FoxP3low). However,
the meaning of this last finding for neurodevelop-
ment remains to be elucidated. Therefore, the effect
of MMD may have multiple pathways facilitate this
bidirectional communication between the mater-
nal gut microbiota and the offspring brain, includ-
ing direct and humoral interactions of microbes or
their metabolites with intrinsic and extrinsic
neurons,""™ " lymphoid organs-derived soluble
inflammatory mediators,""! and/or translocation
of gut microbial products, such as tryptophan
metabolites or SCFAs, into the brain
circulation, ">~

Preclinical evidence is further consolidated
regarding the neural pathways of enteric dysbiosis
on behavior. For example, Sgritta et al.' demon-
strated that L. reuteri treatment reverses social
deficits in a model of autism, including in GF
animals, via activation of afferent fibers from the
vagus nerve, an important nerve involved in the
interaction between the periphery and CHNS, for
more details see."® This group observed that
L. reuteri treatment induces vagal signals to the
hypothalamus . paraventricular nuclei (PVN), sti-
mulating oxytocin production via neurons project-
ing to the VTA, restoring mechanisms of synaptic
potentiation in this region.! These findings link the
adverse effects of maternal diet- and antibiotic-
induced disruption of gut dysbiosis and neurobe-
havioral impairment of offspring.”

In addition, gut-brain communication also
involves the production of hormones, neurotransmit-
ters, and metaholites by enteric microbiota."'® These
signaling molecules have local'” and systemic™®
effects, and some of them can cross the BEB and act
directly on the central nervous system. Regarding the
impact of the maternal gestational microbiota on off-
spring neurodevelopment, preclinical'™  and
clinical® studies in recent decades have focussed pri-
marily on the production of maternal microbial meta-
bolites capable of crossing the placenta and the
embryo BBB,"' such as SCFAs. These small organic
monocarboxylic acid molecules are the main pro-
ducts of microbial anaerobic fermentation of indiges-
tible polysaccharides, such as dietary fiber, e.g., inulin,
and resistant starch in the colon.'® Locally, the effects
of SCFAs range from maintaining intestinal barrier
integrity, mucus production, and protection against
inflammation to reducing the risk of colorectal
cancer.'"™ However, a fraction of these molecules
also reach the systemic drculation, and they are cap-
able of crossing both the placenta’” and the BBB,"
which is rich in SCFA transporters.'™ In the brain,
SCFAs regulate BBB integrity and function,'*! pro-
mote microglial maturation,"* reduce neuroinflam-
mation in models of LPS administration'” and
ischemic stroke'™, and affect neuronal function by
modulating levels of neurotransmitters and neuro-
trophic factors."™ It is therefore speculated that
SCFAs play a central role in both microbiota-gut-
brain crosstalk'™ and communication between the
maternal microbiota and the embryo,'™ conse-
quently influencing neurodevelopment'®  and
behavior'® in the offspring.

Finally, it has been shown that some of the
physiological impairments caused by altered gut
microbiota may be antagonized, especially if treat-
ment is given in the early stages of neurodevelop-
ment, by (1) oral supplementation with specific
probiotics (L. murinus HU-1 and L. reuteri);"'*"
(2) co-housing with animals with a healthy
microbiota;™ (3) treatment with metabolites from
the maternal microbiota (e.g., butyrate, trimethyla-
mine N-oxide, and imidazole propionate)*** and
hormones (e.g.. oxytocin);* (4) or even targeting
inflammatory components in the brain (e.g.
Cx3crl)." Such manipulations may serve as future
therapeutic approaches in an area that needs more
research. The available meta-analysis suggests that
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maternal gut dysbiosis influences offspring beha-
vior, which in turn is related to individual mental
health and susceptibility to psychiatric disorders.
The principal limitation of the studies included in
this meta-analysis is the lack of consistency in the
standardization of protocols utilized among the dif-
ferent laboratories leading to low reproducibility.
Many variables result in conflicting outcomes,
including sexual dimorphism, behavioral tests, time
and type of maternal dysbiosis utilized. assays to
determine the microbiota. species. strain, and age
of rodents, dose. and type of antibiotic that the
animals were exposed to generate gut dysbiosis.
Among these factors, the behavioral differences
observed in sexual dimorphism were considered
relevant given that, although many studies were
performed  utilizing male and  female
rodents,' A" EEAALAIA thoce that investigated
males and females individually observed that the
male was more sensitive to maternal microbiota-
induced behavioral alteration than  the
females.™™***"*? Sexual dimorphism has already
been reported for the social behavior parading in
a study that used female offspring in the social
interaction test.'*” Even in humans, sexual dimorph-
ism may influence the behavior or neurological out-
comes linked to enteric microbiota. For instance,
a study that evaluated the alpha diversity in six-
week-old babies revealed that the higher diversity
may be associated with internalizing (anxiety and
depression) behavior only in boys, but not among
girls, evaluated at age of three years old.'*
Therefore, despite the high heterogeneity, the pre-
sent study shows by the current scientific literature
the importance of the maternal microbiota in the
social behavior of the offspring. Further meta-
analyses discriminating behavior outcomes for
male and female animals might better clarify the
sexual dimorphism associated with MMD.
Therefore. the present work demonstrates the
importance of standardizing experimental paradigms
in this new area of study so that the large amount of
data generated can be analyzed more clearly. It con-
firms, from the current collection of references,
which different environmental disturbances in the
maternal enteric microbiota during the gestational
period, such as antibiotic administration,"™*" diet,*
and environmental contaminants,™™*" can affect

the behavior in the offspring during adult life.

GUT MICROBES (&) 13

Conclusions

Our meta-analysis shows that maternal gut micro-
biota alterations during pregnancy generate
changes in sociability and stereotypic behaviors
related to psychiatric disorders in the offspring.
The potential long-lasting behavioral disturbances
of MMD in memory and mood disorders remain to
be better investigated.
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