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ciéncia fornece uma explicagdo parcial sobre a vida mas, até onde

consegue chegar, é baseada em fatos, experiéncias e experimentos”

Rosalind Franklin, numa carta enviada ao paiem 1940



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten, toda gratiddo. Obrigada pela
credibilidade depositada em mim, desde o Mestrado. Por toda confianca, orientacéo,
paciéncia, compreensdo e dedicacdo despendida que foi essencial para a iniciacdo e
finalizagdo deste trabalho. Eterna gratidao.

Agradeco ao Prof. Dr. Rodrigo Augusto da Silva pela coorientacdo e tempo
disponibilizado para ensinar as técnicas para extracdo de RNA e DNA, além da realizacao de
etapas imprescindiveis para a analise genética. Muito obrigada.

Ao Prof. Dr. José Guilherme Xavier por ajudar nas analises histopatoldgicas, pela
paciéncia de me ensinar sobre as avaliacbes de intestino, Utero e ovario e o envio de
bibliografia, além da confianca depositada em mim por ter aceitado me orientar no estagio de
docéncia. Meu muito obrigado.

A Profa. Dra. Maria Martha Bernardi, pelo apoio financeiro do material para
realizacdo das analises, a todo ensinamento e confianca que sempre depositou em mim, desde
a Iniciacdo Cientifica. Sempre serei grata por tudo.

Aos alunos do Programa de P6s-Graduagdo em Patologia Ambiental e Experimental
da Universidade Paulista, especialmente a Dr. Marcella Galvdo, minha parceira nesse projeto.
Obrigada pela sua dedicagéo, parceria e ajuda que foram essenciais. As alunas de Iniciacéo
Cientifica Vanessa Ancim e Tifany Rocha, por todo auxilio e empenho depositado. Ao
mestrando Daniel Lago, pela disponibilidade, gentileza e ajuda em varias etapas do projeto,
além da amizade e parceria. Gratiddo. A participacdo de voceés foi crucial para realizagdo do
projeto.

Agradeco ao Bruno e a Suzana pela colaboracdo na parte técnica e por serem sempre
solicitos e atenciosos. Agradeco a Universidade Paulista e a Vice-Reitoria de Pesquisa e Pds-
Graduacao pela infraestrutura disponibilizada para a realizacdo dos experimentos, bem como
pelos 6timos profissionais que me auxiliaram, em especial o técnico Wilton, sempre
impecavel em seu trabalho e ao Paulo, técnico de Patologia, pela confeccdo das laminas de
histologia.

Agradeco a CAPES-PROSUP também pelo apoio financeiro em forma de bolsa;
auxilio fundamental para a execugéo deste curso.

Ao Prof. Dr. Fabio Rodrigues do Departamento de Quimica Fundamental do Instituto

de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (USP), muito obrigada pelas davidas tiradas sobre



a cristalizacdo da lactose. Sem sua ajuda e toda gentileza, ndo teriamos solucionado esse
problema. Gratid&o!

Agradeco em especial os animais do biotério, os ratos Wistar, esses herdis da ciéncia.
Sem eles a ciéncia jamais teria avancado tanto.

A professora e mentora Dra. Flora Cordeiro que inicialmente confiou em mim e deu o
primeiro empurréo para minha vida académica. Foi um prazer imenso ter sido sua aluna na
graduacéo e pelas parcerias na Iniciacdo Cientifica e Mestrado. Agradeco por ter se tornado
uma amiga e estar sempre a disposicdo em me ajudar. Muito obrigada!l

Agradeco imensamente aos meus pais lara e Roberto, que sempre me apoiaram em
tudo, que seguraram e seguram as pontas. Sem vocés nada disso seria possivel. Sempre foram
minha base em momentos de instabilidade que vivi. Cada passo que dou é sempre
pensamento em vocés. Sao 0s Unicos que sempre estiveram ao meu lado em tudo e que viram
de perto tudo que passei até aqui, nesse caminho arduo. Amo vocés!

Ao Candinho por todo amor e carinho, por sempre me confortar em momentos
angustia e ser tdo importante na minha vida.

Ao meu namorado e amor Bruno Reinbrecht Meneghetti Rodrigues, que apesar de
estar apenas na etapa final, me apoia, ouve minhas reclamagdes e desespero. Obrigada por ser
meu conforto nesse momento, por sempre enaltecer meu trabalho e ressaltar que eu sempre
devo valorizar tudo o que eu fago. Por sempre mostrar entusiasmo por eu estar fazendo algo

importante. Te amo!



RESUMO

GALVAO, N. A. Caracterizacdo comportamental e fisiopatoldgica reprodutiva e de trato
digestorio em modelo murino de intolerancia a lactose. Tese (Doutorado em Patologia Ambiental e
Experimental) - Universidade Paulista, Sdo Paulo, 2023. 77 f. Orientacé&o: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten
A intolerancia & lactose (IL) afeta muitas pessoas, com sintomas como diarreia e dor abdominal, mas
seus mecanismos sdo desconhecidos. Mulheres sdo mais reportadas e tém sido descritas correlagdes
com prejuizos psiquiatricos e reprodutivos. O objetivo do trabalho foi de avaliar se a IL induz
prejuizos psiquiatricos e reprodutivos femininos, estudando mecanismos locais, sistémicos e centrais.
Foram desenvolvidos dois modelos experimentais de IL com o fornecimento de dietas ricas em
lactose: solugdo com 14% de lactose e formula comercial de leite em po para o uso infantil por 14 dias
seguidos. Foram avaliados em ratas adultas: as cibalas fecais, 0 peso corporal, 0 consumo das dietas,
comportamentos relacionados a atividade motora e ansiedade, a morfologia (histopatologia e
morfometria) de 6rgdos reprodutivos e entérica e a expressao de genes-chave do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal (HHG) e intestinal. Os resultados revelaram que as concentrac@es superiores a 14%
(50, 35 e 25%) de lactose cristalizaram e prejudicaram o consumo. A solucdo de 14% n&o apresentou
alteragdes fisico-quimicas e resultou em boa palatabilidade. Essa solucdo de lactose e a formula
comercial prejudicaram a consisténcia das cibalas fecais a partir do dia 4. O comportamento foi
afetado: efeito ansiogénico. Foi verificada hipertrofia epitelial uterina e aumento na espessura do
miométrio. O estudo entérico revelou infiltracdo linfoplasmocitica, linfangiectasia, fusdo de
vilosidades, arrasamento criptal, diminuicdo do nimero de enterdcitos, aumento do nimero de
linfocitos e diminuicdo da expressdo génica de triptofano hidroxilase (Tph)1. As expressfes de GnRh,
kisspeptina, receptores de progesterona, LH e FSH e do fator de ligagdo imunomodulador de
progesterona 1 aumentaram. Concluindo, ambas as dietas (lactose 14% e férmula comercial)
revelaram-se eficientes como modelos experimentais de IL. A hip6tese que associa a IL com a maior
prevaléncia a distlrbios psiquiatricos foi corroborada pelos achados de ansiedade e explicada pela
diminuicdo da expressdo de Tphl intestinal com consequente prejuizo em vilosidades e criptas. A
hipbtese que associa a IL a prejuizos reprodutivos foi corroborada por achados morfol6gicos uterinos.
O eixo HHG demonstrou-se chave na interface da IL com a reproducdo, com modulacéo de genes de
proteinas, horménios e de seus receptores. A formula comercial induziu efeitos mais marcantes. Este
trabalho abre perspectivas no diagnostico e no tratamento de pacientes com IL, inclusive para

comorbidades psiquiétricas e reprodutivas.

Palavras-chave: Diarreia; Modelo experimental; Reprodugdo; Ratos; Eixo hipotalamo-hipdfise-

gonadal; Intestino.



ABSTRACT

GALVAO, N. A. Behavioral and reproductive and digestive tract pathophysiological
characterization in a murine model of lactose intolerance. PhD Thesis (Environmental and
Experimental Pathology) - Paulista University, Sdo Paulo, 2023. 77 p. Advisor: Prof. Dr. Thiago B.
Kirsten

Lactose intolerance (LI) affects many people, with symptoms such as diarrhea and abdominal pain.
The mechanisms have not yet been elucidated. Women are more frequently reported as LI and
correlations with psychiatric and reproductive impairments have been described. The aim of the study
was to evaluate whether LI induces psychiatric and reproductive impairments in females, searching for
local, systemic, and central mechanisms. Two experimental LI models were developed by providing
diets rich in lactose for 14 consecutive days: a solution containing 14% lactose and a commercial
powdered milk formula for infant use. Adult female rats were evaluated for stool consistency, body
weight, diet intake, behaviors related to motor activity and anxiety, reproductive and enteric organ
morphology (histopathology and morphometry), and the expression of key genes of the hypothalamic-
pituitary-gonadal (HPG) axis and the intestine. Results revealed that concentrations greater than 14%
(50, 35, and 25%) of lactose crystallized and impaired the consumption. The 14% lactose solution did
not result physical-chemical changes and had good palatability. This lactose solution and the
commercial formula impaired the stool consistency from day 4 onwards. Behavior was affected:
anxiogenic effect. The uterine and ovarian study revealed epithelial hypertrophy, cellular debris, and
increased myometrium thickness. The enteric study revealed leukocyte infiltration, lymphatic
distension, fusion of villi, reduced crypt depth, reduced enterocytes count, increased lymphocytes
count, and decreased gene expression of tryptophan hydroxylase (Tph)1. The expressions of GnRh,
kisspeptin, progesterone, LH, and FSH receptors and progesterone immunomodulatory binding factor
1 increased. In conclusion, both diets (14% lactose and commercial formula) were efficient as rat
models of LI. The hypothesis that associates LI with a higher prevalence of psychiatric disorders was
corroborated by the findings of anxiety induction and explained by the decreased Tphl expression in
the intestine with consequent injure to villi and crypts. The hypothesis that associates LI with
reproductive impairment was corroborated by uterine morphological findings. The HPG axis played a
key role in the interface between LI and reproduction, with modulation of protein, hormones, and
receptors genes. The commercial formula induced more robust effects. This study presented novel
perspectives in the diagnosis and treatment of patients with LI, including with regard to psychiatric

and reproductive comorbidities.

Keywords: Diarrhea; Experimental model; Reproduction; Rats; Hypothalamic-pituitary-gonadal axis;

Intestine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Sistema encéfalo-intestino-microbioma. Modulacdo bidirecional entre o sistema nervoso
e 0 sistema gastrointestinal, com destaque para o papel da microbiota, fatores genéticos, imunes e
AITIDIETIEALS ..t ed bbb s hs S S bS04 S £ £ £ b b eadSa £ e b e e b e Eb S eb S sa s s ban s nn it 19

Figura 2 — Eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal. (GnRH) horménio liberador de gonadotrofinas, (LH)
hormonio luteinizante (FSH) hormoénio foliculo-estimulante e (Pibfl) fator de ligacdo
imunomodulador de progesterona 1. ... s 21

Figura 3 — Confeccio das solugbes no Experimento 1. Confecgdo das solugdes de lactose no
Experimento 1. (A) Processo de confeccio e agitagdo da solugdo de lactose 50% realizada no Teste 1:
(B) Solugio de lactose 50% pronta no bebedouro (Teste 3); (C) Processo de confecgdo da solugdo de
lactose 35% com aquecimento em banho-maria, realizada no Teste 4 ... 32

Figura 4 — Delineamento experimental do Experimento 2. Delineamento experimental do
Experimento 2, incluindo a cronologia dos dias de exposigio as dietas ricas em lactose, o
monitoramento dos sinais clinicos, a avaliagio comportamental ¢ as analises post-mortem................ 34

Figura 5 — Solucdes de lactose ¢ cibalas fecais no Experimento 1. Observacio das solucdes de
lactose, consumo da solugdo e cibalas fecais dos ratos no Experimento 1. (A) Sedimentagdo da lactose
(50%) no fundo do Becker observada imediatamente apos o término da agitacdo, realizada no Teste 1;
(B) Solugdo (50%) completamente diluida observada imediatamente apos sua confecgdo (Teste 2, com
aquecimento); (C) Obstrugio parcial do bucal do bebedouro, observada no Teste 2; (D-E) Obstrugio
total do bucal do bebedouro, observada no Teste 3; (F) Obstrugdo parcial do bucal do bebedouro,
observada no Teste 4; (G) Cibalas fecais com consisténcia normal, observadas 24 horas apos a
confecgdo da solugdo do Teste 5; (H) Cristalizacio da lactose e obstrugio total do bucal do bebedouro,
observado 48 horas apos a confecgio da solugio do Teste 5; (I) Cibalas fecais com consisténcia
normal, observado 48 horas apos a confec¢do da solugio do Teste 5; (J) Sedimentagdo da lactose
(14%) observada no Teste 6 (sem aquecimento); (K) Solugdo (14%) completamente diluida, observada
imediatamente apos a confec¢do da solugdo do Teste 7; (L) Nao houve cristalizagdo da solugio 24
horas apos sua confecgdo (Teste 7); (M) Cibalas fecais com consisténcia normal, observadas 24 horas
apos a confeccdo da solugdo do Teste 7; (N) Solucdo (14%) sem evidéncias de cristalizacdo, observada
48 horas apos a confecgdo (Teste 7); (O) Cibalas fecais com aspecto esbranquicado (Teste 7, 48
horas); (P) Solugdo (14%) sem evidéncias de cristalizacdo, observada 72 horas apos a confecgdo
(Teste 7); (QQ) Cibalas fecais com consisténcia normal (Teste 7, 72 horas); (R) Solugdo (14%) sem
evideéncias de cristalizagio, observada 96 horas apos a confecgdo (Teste 7); e (S) Solugdo (14%) sem
evidéncias de cristalizacdo, observada 168 horas apos a confecgdo (Teste 7), também sem alteragoes
com relacio a cor, VISCOSIAAAR @ OUOT ..ottt et et s s s em e esaaneeeins 45

Figura 6 — Monitoramento dos sinais clinicos. Efeitos de dietas ricas em lactose (lactose 14% e
formula comercial) ao longo de 14 dias quanto ao (A) peso corporal, (B) consumo das dietas
(solucgdes) e (C) escore de cibalas fecais em ratas adultas. As avaliacdes ocorreram a cada 48h: dias (d)
2,4, 6,8, 10, 12 e 14 (n = 8 ratas/grupo). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001 (ANOVA
de duas vias seguido do pos-teste de Sidak ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de
Dunn). Diferentes simbolos representam diferencas encontradas entre os grupos: (8) lactose vs.
controle, (#) formula vs. controle e (%) lactose vs. formula. Os resultados sdo expressos como media e
TESPECHIVOS EITOS-PAATAD. ...ttt s e st dsa s d e e bbb st e ne 48

Figura 7 — Comportamento. Efeitos de dietas ricas em lactose (lactose 14% e formula comercial) ao
longo de 14 dias quanto a comportamento de ratas adultas relacionados a atividade motora e a
ansiedade: (A) frequéncia de levantar, (B) frequéncia de cruzamentos entre compartimentos, (C)
tempo de permanéncia no compartimento central, (D) tempo de locomogdo nos compartimentos
periféricos e (E) tempo de locomogdo no compartimento central. As avaliagdes ocorreram no ltimo
dia de exposigio as dietas (n = 8 ratas/grupo). *p<0.05 e **p<0.01 (ANOVA de uma via seguido do
pos-teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn). Os resultados sio

expressos como media e respectivos erros-padrdo e box & whiskers, mostrando todos os valores...... 50



Figura 8 — Histopatologia uterina ¢ ovariana. Efeitos de dietas ricas em lactose (lactose 14% e
formula comercial) ao longo de 14 dias quanto & histopatologia uterina e ovariana de ratas adultas em
fase lutea. As avaliagdes ocorreram no dia seguinte ao ultimo dia de exposicio as dietas (n = 4-6
ratas/grupo). Fotomicrografia de cortes histologicos do utero, hematoxilina-eosina, do (A e B) grupo
controle, (C e D) grupo lactose e (E e F) grupo formula; (seta) infiltragdo leucocitaria mista em lamina
propria, com predominio linfoplasmocitico e ocasionais eosinofilos; (ponta de seta) hipertrofia
epitelial; e (asterisco) debris celulares. Barra de escala = 10 pm.......occiii 52

Figura 9 — Morfometria uterina ¢ ovariana. Efeitos de dietas ricas em lactose (lactose 14% e
formula comercial) ao longo de 14 dias quanto a morfometria uterina e ovariana de ratas adultas em
fase lutea. As avaliagdes ocorreram no dia seguinte ao ultimo dia de exposicio as dietas (n = 4-6
ratas/grupo). Fotomicrografia de cortes histologicos (hematoxilina-eosina) do dtero (A) do grupo
controle, (B) do grupo lactose e (C) do grupo formula; e do ovirio (F) do grupo controle, (G) do grupo
lactose e (H) do grupo formula; (e) endométrio, (m) miométrio e (cl) corpos liteos. Barra de escala =
100 pm. Analises estatisticas e representages graficas (D) da espessura do endométrio, (E) da
espessura do miomeétrio, (I) do diametro dos corpos liteos e (J) da frequéncia de corpos liteos.
*p<0.05 (ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
pos-teste de Dunn). Os resultados sdo expressos como média e respectivos erros-padrio e hox &
whiskers, MOSITANAO 1005 085 VALOTES L. .oee ettt ittt ettt tam s st s sassas s aassesssassassenasas 54

Figura 10 — Histopatologia entérica. Efeitos de dietas ricas em lactose (lactose 14% e formula
comercial) ao longo de 14 dias quanto & histopatologia entérica de ratas adultas. As avaliagoes
ocorreram no dia seguinte ao ultimo dia de exposigdo as dietas (n = 8 ratas/grupo). Fotomicrografia de
cortes histologicos do intestino delgado, hematoxilina-eosina, do (A e B) grupo controle, evidenciando
vilosidades preservadas, revestimento superficial continuo por enterdcitos e células caliciformes e
discreta populagdo leucocitiria em liamina propria; (C) grupo lactose, evidenciando achatamento e
fusdo de vilosidades, presenca de infiltrado leucocitario misto em ldmina propria, com predominio
linfoplasmocitico (seta) e distensdo linfatica focal; (D) grupo lactose, com distensdo linfitica em
vilosidade e célula endotelial linfatica (seta); (E) grupo lactose, com discreta expansdo linfoide em
placa de Peyer; (F) grupo formula, com achatamento e fusdo de vilosidades, presenca de infiltrado
leucocitario misto em lamina propria, com predominio linfoplasmocitico (seta) e distensdo linfatica
focal; (G) grupo formula, com distensdo linfatica em vilosidade (seta); (H) grupo formula, com
discreta expansio linfoide em placa de Peyer. Barra de escala = 100 pm (A) e 20 pm (B-H) ............. 56

Figura 11 — Morfometria entérica. Efeitos de dietas ricas em lactose (lactose 14% e formula
comercial) ao longo de 14 dias quanto 4 morfometria entérica de ratas adultas. As avaliages
ocorreram no dia seguinte ao altimo dia de exposigdo as dietas (n = 6 ratas/grupo). Fotomicrografia de
cortes histologicos (hematoxilina-eosina) do intestino delgado (A) do grupo controle, (B) do grupo
lactose e (C) do grupo formula: (v) vilosidade e (c) cripta. Barra de escala = 100 pm. Analises
estatisticas e representagoes graficas de (D) altura das vilosidades, (E) profundidade das criptas e (F)
indice vilosidade-cripta, (G) contagem de enterocitos, (H) contagem de linfocitos e (I) contagem de
células caliciformes. *p<0.05 e **p<0.01 (ANOV A de uma via seguido do pos-teste de Tukey ou teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn). Os resultados sdo expressos como meédia e
respectivos erros-padrio e box & whiskers, mostrando todos os valores..........cocoeiiniiiiiie 58

Figura 12 — Expressiio de genes-chave do eixo HHG e intestinal. Efeitos de dietas ricas em lactose
(lactose 14% e formula comercial) ao longo de 14 dias quanto a expressio de genes-chave do eixo
hipotdlamo-hipofise-gonadal e intestinal em ratas adultas: (A) GnRh, (B) receptor da progesterona, (C)
kisspeptina, (D) receptor da kisspeptina, (E) receptor do LH. (F) receptor do FSH, (G) fator de ligacio
imunomodulador de progesterona (Pibf)1 e (H) triptofano hidroxilase (Tph)1. As avaliagdes ocorreram
no dia seguinte ao ultimo dia de exposigdo as dietas (n = 7 ratas/grupo). *p<0.05, **p<0.01,
**¥p<0.001 e ****p<0.0001 (ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Tukey ou teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn). Os resultados sido expressos como meédia e respectivos erros-
padrdo e box & whiskers, mostrando todos 08 VAIOTES ... [l



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Metodologia do Experimento 1. Protocolos metodologicos dos sete testes realizados no
Experimento 1 com diferentes concentragbes de lactose e variagdes de confecgio (temperatura e
BZILACAD ) ¢ttt ittt es sttt et eb et 6 ehe e AR ed 4R 4h bbb St e d s eea et 3l

Tabela 2 — Iniciadores especificos para a expressio génica. Sequéncias de iniciadores especificos
para o estudo da expressdo génica e condi¢des de ciclagem da reacdio em cadeia da polimerase

quantitativo em Tempo Real (q-PCR) ... s 40

Tabela 3 — Resultados do Experimento 1. Resultados obtidos nas avaliacdes didrias realizadas em
todos os protocolos experimentais (Testes 1 a 7) do Experimento 1. Estio descritas informacdes
relativas a solubilizagdo da amostra, aspectos relativos a viscosidade, cor e odor, consumo da solucao
pelos ratos e, aspectos gerais da satde dos ratos.......... 43



SUMARIO

1. INTRODUCAQ E JUSTIFICATIVA ..ottt seae s s et e ssssssssseneseenens 14
1.1 Consumo de leite e intolerincia @ laCtOSe ........oooviviiiiiiiiiiic e 14
1.2 Intolerancia a lactose € ansiedade ..........ccoviiiiiiiiiiii 17
1.3 Eixo hipotalamo-hipofise-gonadal............ccooooiiiiiii e 20
1.4 Intolerdncia a lactose e aspectos relacionados & reprodugo .........oceevimiiiiiciciieeene. 22
1.5 Modelos de intolerdncia a lactose em animais de laboratorio ..., 25

2UOBIETIVIOS Lttt ettt et e e eis s e e s s e s sass e st b s e es bbb et assb e basseae s aensaasns 27
2.1 ODBJRTIVO ZRTAL ..ttt bbb bbbt bbbttt 27
2.2 ODbjetiVos @SPECITICOS ...ocuviiiiiiiiiiiie ettt et e e sisesessseseeessaeseaesnaesssenns 27

3. MATERIAL E METODOS.......ovuuitiimeiiimniiseesiesieeseesese s sbe s sese e ese st 28
3.1 Declaraclo de GTICA .......oe o e e e ee e e e e ee e ae e e e e annneaeeeeannans 28
KN 1T T OO TSROSO 28
F.3 EXPErIMENTO .ottt sttt ee et sie et e et ene et et eieenn s 29

3.3.1 Padronizacdo da solucio de 1actoSe.........ooii e 29
3.3.2 Consumo e aspectos de saiude para definigdo da solugdo de lactose ... 30
3.4 EXPOIrIMENTO 2 ..ottt ettt et s ee s et sae e et et e ea b e e et ehee st s eat e enee e et ereenneas 32
3.4.1 Tratamentos, grupos e delineamento experimental ..........ccooiniiniiniii. 32
3.4.2 Monitoramento de sinais cliniCos ..o 34
3.4.3 Comportamento: atividade motora e ansiedade..............ccooooiiiiiiiiiinnniciceceene. 35
3.4.4 Histopatologia utering € OVAFIANE ........coiiiiiiiieiniie et ste st e s sressasesesnaeas 36
3.4.5 Morfometria UtErina € OVATIANG ......cc.ooiuiouieieiaieinieieieeaiearaeateenieeteetessasseseseesseessennes 36
3.4.6 Histopatologia @NTETICA .......uiiiiiiiiiiiiiii ettt ettt sttt a b b aea 37
3.4.7 Morfometria @NTETICA ......o.iioiiiieiiei ettt emae bt eie e e st e et et ee b eseaaseeae et e e e nennn 37
3.4.8 Expressio de genes-chave do eixo HHG e intestinal ... 38
3.5 ANAlISES ESTAISTICAS L.oiuiiiiiiiiiiieiii et b ekt s bbb 41

4. RESULTADIOS L.ttt ab s st bbb bt bbb 42
4.1 EXPEriMENto 1 ...ooviiiiiiiiiiiiiieiei ittt em et ee et et eae et et e e 42
4.2 EXPEIIMEIIIO 2 ..iiiiiiiiiiiieitiisieit i ias s s bbb et o b ettt ettt s 46

4.2.1 Monitoramento de sinais cliNiCos ..o 46
4.2.2 Comportamento: atividade motora e ansiedade..............ccocooiiiiiiiniinnnnicnceccene. 49
4.2.3 Histopatologia utering @ OVAFIANE ........coiiiiiniiieiniie ettt sste st e s sbessasesesnaens 51
4.2.4 Morfometria UtErina € OVATIANA ......cc.eoiuiouieieeaieimieieieaaiearaeateeniesreetessasseseseeeseessennes 53
4.2.5 Histopatologia EMIEIICA .. ...oouiiiiiiiieiieie ittt ettt ese e s et eae e eenes 55
4.2.6 MOTfOmMEtria NTETICA ......ooivviiiiiiiiitieceitie ettt e ete e e e et et e et e e ete et e e eneestaeeneearaea 57
4.2.7 Expressio de genes-chave do eixo HHG e intestinal ... 59

5. DISCUSSAD ...ttt ettt bbb bbb bt 61

6. CONSIDERACOES FINALS .ottt eee et etes e e ee s et ee e ee s eses e ereeeaseeneseaaens 66

REFERENCIAS ...ttt ettt bt 68

AN E S et e e e e e e e s nasateseaeeenenesaseeenteeseaeebeneas st eeenseeenseesaeaienennn 17

Anexo 1 = Certificado CEUATUNIP ..ot eeeeeeaeeeaseeeeeaeenns 77



14

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Esta secdo aborda assuntos disponiveis na literatura especializada relacionados ao consumo de
leite, a intolerancia a lactose, a relacdo entre a ansiedade e a intolerancia a lactose, o eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG), aspectos relacionados a reproducdo na intolerancia a
lactose e modelos de intolerancia a lactose em animais de laboratdrio. Assim, 0s assuntos que

foram estudados experimentalmente neste trabalho sdo introduzidos e justificados nesta secao.

1.1 Consumo de leite e intolerancia a lactose

O primeiro alimento que um mamifero recebe € o leite materno, substancia produzida nas
glandulas mamérias das fémeas. A composicéo do leite materno varia dentre as espécies, mas,
de forma sucinta, € um fluido viscoso, de cor esbranquigada, composto por macronutrientes
como carboidratos (especialmente a lactose), proteinas, lipidios, vitaminas (A, D, B9 e B12,
entre outras), e minerais (como célcio, potassio, sddio, magnésio e selénio), além de
compostos bioativos e elementos interativos, como fatores de crescimento, hormonios,
citocinas, quimiocinas, entre outros fatores de regulacdo (MOSCA; GIANNI, 2017,
FOROUTAN et al., 2019). Alimento balanceado para o recém-nascido, o leite materno tem
também como funcdo proteger seu trato intestinal, fornecer células para producdo de
anticorpos e desenvolver o metabolismo, incluindo a regulacdo da producdo de glicose e
insulina  (PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016; WITKOWSKA-ZIMNY;
KAMINSKA-EL-HASSAN, 2017). Portanto, o consumo do leite é considerado um
importante aliado para o fornecimento de nutrientes e para a manutencéo da salde.

A concentracdo de lactose no leite materno varia entre as espécies. Destaca-se que 0
ser humano possui 6,9-7,2% de lactose em seu leite (FOX; MCSWEENEY, 1998;
PASTUSZKA; BARLOWSKA; LITWINCZUK, 2016), enquanto que o leite de vaca possui
4,6-4,8% de lactose (FOX; MCSWEENEY, 1998; ALVES DA CUNHA et al., 2020) e os
ratos possuem somente 1,1-2,6% de lactose no seu leite (FOX; MCSWEENEY, 1998).

Durante o periodo de amamentacdo, o recém-nascido produz a lactase (beta-
galactosidase) no trato digestivo, enzima capaz de atuar no processo de degradacéo da lactose
por hidrdlise, a fim de quebrar as moléculas em D-glicose e D-galactose para absor¢do dos
nutrientes (KRUTTLI et al., 2014; MOSCA; GIANNI, 2017). Recém-nascidos tém lactase

suficiente para digerir cerca de um litro de leite materno por dia (HEINE et al., 2017). Apos o
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periodo de amamentacdo, deve ocorrer naturalmente o declinio da producdo enzimatica de
lactase pelo intestino delgado, pois em condi¢cdes naturais, os mamiferos crescidos nao
ingerem mais leite. Esse declinio dos niveis de lactase apos o desmame é chamado de nao
persisténcia de lactase (LNP, sigla do inglés) (HEINE et al., 2017). Entretanto, seres humanos
mantém o consumo do leite e de seus derivados, no caso, substituindo o leite materno por
aquele produzido por outros mamiferos, como vaca e cabra (PERINO et al., 2009).

O consumo humano de leite de outras espécies ocorre ha milhares de anos. Coincide
com o periodo da revolucdo agricola, onde os homo sapiens iniciaram um movimento no
sentido de deixarem de serem cagadores-coletores, com habitos ndmades, para viverem em
assentamentos permanentes, domesticando espécies vegetais e animais. Existem evidéncias de
cerca de 7.000 anos antes de cristo (a.c.) onde foram encontrados residuos organicos
preservados em ceramica arqueoldgica associado a criacdo de gado, isto €, existe consumo de
leite de gado por humanos ha mais de 9 mil anos (EVERSHED et al., 2008). Acredita-se que
na Era Neolitica, com a domesticacdo e criagdo de gado, além do consumo de carne e pele, 0
leite era um importante aliado no fornecimento de gordura e carboidratos, auxiliando na
obtencdo de energia em uma época de escassez (GERBAULT et al., 2011). Em localidades de
clima érido, o leite podia ser a Unica fonte de hidratacdo ndo contaminada (COOK; AL-
TORKI, 1975).

O constante consumo humano de leite proveniente de outras espécies ao longo dos
milénios permitiu favorecer a selecdo de mutacdes no material genético de algumas
populacdes, no sentido de manter a producdo da enzima lactase mesmo apo6s a infancia
(SIBLEY, 2004). Assim, algumas pessoas apresentam altos niveis de atividade da lactase
mesmo na idade adulta. A persisténcia hereditaria da lactase € comum principalmente em
pessoas de descendéncia do norte da Europa e é atribuida a heranca de uma mutacdo
autossomica dominante que impede o declinio maturacional na expressdao da lactase
(SIBLEY, 2004). Pelo menos cinco popula¢ées humanas em todo o mundo ja desenvolveram
mutacdes independentes que regulam a expressdo do gene da lactase-clorizina-hidrolase.
Essas mutacGes resultam em um fendtipo de persisténcia da lactase dominante e tolerancia
continua a lactose na idade adulta (KRUTTLI et al., 2014). Existem algumas hipGteses de
como ocorreu a mutacdo do gene de persisténcia a lactase. A hipotese historico-cultural
postula que o alelo de persisténcia a lactase surgiu a partir da sele¢cdo em culturas com uma
longa histéria de alimentagdo com laticinios. J& a hipOtese de causa inversa sustenta que o

alelo de persisténcia a lactase pode ja ter sido comum em certas populagdes devido a deriva
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genética e somente essas populacBes teriam adotado a pratica cultural de criacdo de leite
(NEI; SAITOU, 1986).

Por outro lado, o declinio maturacional na atividade da lactase torna o individuo
intolerante ao consumo de leite e seus derivados em diferentes gradientes. Em condicdes de
deficiéncia primaria ou secundaria de lactase, os agucares de lactose no leite passam pelo trato
gastrointestinal ndo digeridos ou s&o parcialmente digeridos por enzimas produzidas pela
microbiota bacteriana intestinal, produzindo acidos graxos de cadeia curta, hidrogénio,
diéxido de carbono e metano. As moléculas de lactose ndo digeridas e os produtos da digestéo
bacteriana podem resultar em sintomas de intolerancia a lactose, como diarreia, inchaco de
gas, flatuléncia e dor abdominal (SIBLEY, 2004; DENG et al., 2015). Assim, intolerancia a
lactose € definida como sinais decorrentes da exposicao a lactose em animais que tem reducao
ou auséncia de lactase (MISSELWITZ et al., 2019). A intolerancia a lactose é um tipo de
intolerancia causada por interagdes no eixo genoma-dieta e pode ser subdividida em dois tipos
de condicBes de acordo com os niveis de atividade da lactase: alactasia (total auséncia de
atividade da lactase) e hipolactasia (atividade da lactase em niveis muito baixos na mucosa
jejunal, com desbalango entre a quantidade de lactose ingerida e a habilidade de hidrolise)
(UGIDOS-RODRIGUEZ; MATALLANA-GONZALEZ; SANCHEZ-MATA, 2018). A
intolerancia a lactose depende ndo apenas da expressdo da lactase, mas também da dose de
lactose, microbiota intestinal, motilidade gastrointestinal, supercrescimento bacteriano no
intestino delgado e sensibilidade do trato gastrointestinal a geracdo de gas e outros produtos
fermentativos da digestdo da lactose (DENG et al., 2015).

Individuos que sofrem da intolerancia a lactose tendem a evitar uma dieta rica em
lactose, mas esses alimentos sdo importantes para uma dieta saudavel. Dietas pobres em leite
e seus derivados sdo fatores de risco para baixa densidade dssea e desenvolver osteoporose
(SAVAIANO, 2011). O tratamento da intolerancia a lactose pode incluir dieta restritiva em
lactose e reposi¢do enzimética (PERINO et al., 2009; DENG et al., 2015).

Estima-se que 70% da populacdo mundial adulta sofram da ndo persisténcia de
lactase/hipolactasia primaria do adulto, que é a causa fisiol6gica primaria da intolerancia a
lactose (CRAMER; XU; SAHI, 1994; HEINE et al., 2017). A intolerancia a lactose pode
ocorrer ainda de forma congénita, situagdo extremamente rara, ou, secundariamente, a partir
de processos inflamatdrios no intestino, como pacientes com doenca de Crohn, doenca do
intestino irritavel, doenca celiaca, bem como em bebés com giardiase e outras gastroenterites

virais; estados esses temporarios (HEINE et al., 2017). Alias, a intolerancia a lactose
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geralmente ndo se manifesta clinicamente antes dos cinco anos de idade, com exce¢do quando
dessas parasitoses (HEINE et al., 2017).

Os idosos e as mulheres sdo mais reportados como acometidos pela intolerancia a
lactose (BAADKAR; MUKHERJEE; LELE, 2014; LAPIDES; SAVAIANO, 2018). Existem
estudos demonstrando que a partir dos 65 anos de idade, o idoso desenvolve ma absor¢do dos
derivados do leite devido ao declinio na producdo das enzimas intestinais, mas ainda séo
necessarios mais estudos para desvendar os mecanismos (DI STEFANO et al., 2001). A
explicacdo para a maior predisposicdo do sexo feminino quanto a intolerancia a lactose nao
foi descrita, embora se tenha demonstrado menor concentragdo de certas imunoglobulinas
(IgG4) bem como possivel correlagdo com outros horménios e mediadores imunes
(CARBALLO et al., 2016). Porém, considera-se que a intolerancia a lactose parece nao ter
correlacdo direta com sistema imune, visto que ndo é uma resposta de imunoglobulina E
(IgE), mas de uma deficiéncia da sintese da enzima lactase para que ocorra 0 processo de
degradacéo da lactose (PERINO et al., 2009).

1.2 Intolerancia a lactose e ansiedade

Aparentemente, existe uma relacdo entre pacientes com intolerancia a lactose e maior
predisposicdo a distarbios psiquiatricos, como a ansiedade e a depressdo. Porém, os relatos
sdo escassos e/ou inconclusivos. Em um estudo experimental com mulheres voluntéarias
saudaveis que receberam dose oral de 50 g de lactose, seis das 24 voluntarias foram
classificadas como intolerantes a lactose ap6s o tratamento. Nessas voluntarias houve
aumento significativo nos valores de questionarios validados para avaliar depressao,
revelando correlacdo entre a ma absorcdo de lactose e quadros de depressdo
(LEDOCHOWSKI; SPERNER-UNTERWEGER; FUCHS, 1998). A explicacdo para essa
relacdo estaria no fato de a ingesta de lactose em individuos que ndo possuem persisténcia de
lactase levaria a um processo inflamat6ério que acarretaria no comprometimento da
disponibilidade de L-triptofano, afetando a atividade do sistema serotoninérgico (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), o qual sabidamente esta intimamente ligado com transtornos de
humor (LEDOCHOWSKI; SPERNER-UNTERWEGER; FUCHS, 1998). Alias, as mulheres
produzem menos L-triptofano do que os homens (ELLENBOGEN et al., 1996).

Por falar nisso, a serotonina € um neurotransmissor monoaminérgico sintetizado em

neurdnios serotoninérgicos do sistema nervoso central e em Orgaos periféricos presentes no
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epitélio gastrointestinal (BONOMAULLY et al., 2014). A concentracdo de serotonina
periférica é regulada pela enzima triptofano hidroxilase (Tph) que possui duas isoformas
(WALTHER; BADER, 2003). A Tphl é a enzima limitante da taxa de biossintese de
serotonina, expressa predominantemente em Orgdos periféricos, especialmente células
enterocromafins no intestino, glandula pineal e bago. A Tph2 é expressa principalmente no
nervo entérico e neurdnios centrais (LI, Z. et al.,, 2011). Sabe-se que a concentragdo
disponivel de serotonina é 5% fornecida pelo encéfalo e 95% produzida nos Orgaos
periféricos (SNARSKA et al.,, 2021). A deficiéncia de serotonina, a falta de seus
transportadores, receptores ou enzimas da via serotoninérgica estdo associadas a muitas
doencas incluindo doencas psicossomaticas como a depressdo e ansiedade (SERRETTI;
DRAGO; DE RONCHlI, 2007).

Além do estudo experimental citado com mulheres voluntarias revelando a correlacéo
entre intolerancia a lactose e depressdo, existem evidéncias indiretas da associacdo de
disfungbes gastrointestinais e a ansiedade. Existe uma alta comorbidade descrita entre
pacientes que tem a sindrome do intestino irritavel e ansiedade (FOND et al., 2014). A
sindrome do intestino irritavel se caracteriza por sinais clinicos como diarreia, dores
abdominais e prisdo de ventre (FORD, 2009). No caso, fatores psicoldgicos sdo moderadores
importantes da gravidade dos sintomas, persisténcia dos sintomas, decisdes de procurar
tratamento e resposta ao tratamento na sindrome do intestino irritdvel (LEE et al., 2009). Os
mecanismos estdo relacionados com a modulacdo bidirecional entre o sistema nervoso e o
sistema gastrointestinal, chamado de sistema encéfalo-intestino-microbioma (Figura 1).

Além disso, pacientes com gastroenterite apresentam significantemente pontuacdes
mais altas para ansiedade, depressdo e traco neurdtico do que aqueles com funcdo intestinal
normal (ZAMANI; ALIZADEH-TABARI; ZAMANI, 2019). A doenca inflamatoria
intestinal também apresenta alta comorbidade para transtornos de ansiedade (GWEE et al.,
1996).

Ao considerar que a intolerancia a lactose pode estar associada a maior predisposicéo
a distarbios psiquiatricos, estudos prévios de nosso laboratério aplicaram em ratos e ratas 0s
dois modelos experimentais de dietas ricas em lactose propostos e aplicados no presente
estudo e avaliaram testes comportamentais associados a socializacdo e a depressdo 15 dias
apos o inicio da exposic¢éo as dietas (GALVAO, 2023). Os resultados encontrados no teste de
preferéncia social revelaram que ambas as dietas ricas em lactose reduziram a interagéo social
dos ratos, sendo o efeito mais pronunciado aquele causado pela formula comercial; efeito ndo

observado nas ratas. O teste do nado forcado revelou que nenhuma das dietas ricas em lactose
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afetou parametros relacionados ao comportamento tipo-depressivo. Observou-se somente um
efeito quanto a diferencas entre os géneros, onde os machos ficaram mais imdveis que as
fémeas.

Para o presente trabalho, os estudos foram continuados, avaliando agora a eventual
relagdo entre a intolerdncia a lactose e a ansiedade e entender os mecanismos centrais e

gastrointestinais relacionados.

Figura 1 — Sistema encéfalo-intestino-microbioma. Modulacéo bidirecional entre o sistema nervoso
e o sistema gastrointestinal, com destaque para o papel da microbiota, fatores genéticos, imunes e
ambientais
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Fonte: adaptado de Mayer, Ryu e Bhatt (2023)

Por falar em intolerancia a lactose e microbiota intestinal, sabe-se que alguns tipos de
bactérias s@o capazes de metabolizar a lactase com eficacia, melhorando a digestdo e a
tolerancia a lactose. A modulacdo da microbiota intestinal tem sido relatada como um

importante aliado aos intolerantes & lactose. Um estudo realizado com modulacdo da
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microbiota intestinal, utilizando probidtico galacto-oligossacarideo (com 95% de pureza)
demonstrou resultados significativos na reducao de sinais clinicos dos individuos intolerantes.
Foi observado um aumento expressivo de bactérias Bifidobacterium, Faecalibacterium e
Lactobacillus. No estudo os individuos intolerantes a lactose consumiram galacto-
oligossacarideo por 36 dias, sem consumo de lactose nesse periodo. Apds esse periodo, foi
introduzida a dieta com lactose por mais 30 dias e posteriormente foram avaliados na escala
de Likert. O estudo revelou que os individuos melhoraram o quadro de intolerancia a lactose,
demonstrando assim a importancia da modulacdo da microbiota intestinal nesses casos de
intolerantes a lactose (AZCARATE-PERIL et al., 2017).

1.3 Eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal

A reproducdo é necessaria para a perpetuacdo da espécie e 0 sucesso reprodutivo depende de
muitos neuropeptideos e sistemas hormonais trabalhando em conjunto para regular a funcéo
gonadal e o comportamento sexual. A reproducdo dos mamiferos é orquestrada pelo eixo
HHG, também conhecido como eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG) (ACEVEDO-
RODRIGUEZ et al., 2018). O controle hipotalamico da reproducédo é coordenado por meio da
liberacdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) dos neuroterminais na eminéncia
mediana para um sistema capilar, atuando como um portal entre o hipotalamo e a hipéfise. O
GnRH por sua vez, se liga nos receptores nos gonadotropos da hipofise (pituitaria) anterior e
estimula a secre¢do de gonadotrofinas, horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo-
estimulante (FSH) na circulacdo (CHRISTENSEN et al., 2012). Esses hormoénios funcionam
nas gonadas para estimular a producdo de gametas e promover a liberacdo gonadal de
esteroides sexuais, como a testosterona, o estradiol e a progesterona (ACEVEDO-
RODRIGUEZ et al., 2018). Nas fémeas, as gonadotropinas agem nos ovarios para estimular a
manutencdo da gametogénese e esteroidogenese. Junto com a orientacdo da funcédo
reprodutiva nos tecidos periféricos, esses esterdides gonadais também podem retroalimentar e
modular (mecanismos de feedback) componentes do eixo HHG (CHRISTENSEN et al., 2012;
ACEVEDO-RODRIGUEZ et al., 2018). A Figura 2 ilustra de maneira resumida o eixo HHG.
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Figura 2 — Eixo hipotalamo-hipofise-gonadal. (GnRH) horménio liberador de gonadotrofinas, (LH)
horménio luteinizante (FSH) hormoénio foliculo-estimulante e (Pibfl) fator de ligacdo
imunomodulador de progesterona 1
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Fonte: adaptado de Moreira (2015) e Ilahi e Haq (2021)

E importante mencionar que a funcionalidade do eixo HHG ¢ extremamente similar
comparando humanos e ratos, de modo que os ratos sdo 6timos modelos experimentais. No
decorrer do proestro das ratas, enquanto os niveis de estradiol aumentam, o0 GnRH ¢ liberado
e provoca a liberacdo de LH que estimula a producdo de progesterona nos ovarios
(GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007). Os principais efeitos do estradiol na rede neuroglial,
mediando o sistema GnRH, é induzir a expressdo de receptores de progesterona
(MICEVYCH; SINCHAK, 2011).

A progesterona é um hormonio esteroide envolvido no ciclo estral e na gravidez,
produzida pelo corpo lateo nos ovarios apos a ovulagdo e na glandula adrenal, assim como na
placenta, durante a gravidez (CHRISTENSEN et al., 2012). O aumento nos niveis de

progesterona indica que a ovulagdo ocorreu e 0s niveis de progesterona atingiram o pico na
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fase lutea média do ciclo. Variagcbes nos niveis desses hormoénios é uma resposta ao
funcionamento dos hormoénios hipofisarios no ovario (MICEVYCH; SINCHAK, 2011). A
progesterona é capaz de modular diversas funcbes cerebrais através do vinculo com
receptores especificos, no caso, o receptor A de progesterona (Pgr-A) e o receptor B de
progesterona (Pgr-B) (CHEN, H. et al., 2020). Esses receptores esterdides gonadais estdo
presentes em diversas areas encefalicas, como na amigdala, no hipocampo, cortex, cerebelo,
I6cus certleos, nucleo da rafe do mesencéfalo, células gliais, hipdfise e hipotalamo
(ALONSO-SOLIS et al., 1996). O mecanismo de acdo desses hormdnios no encéfalo é
semelhante ao observado nos 6rgédos alvo periféricos, incluindo os efeitos gendmicos e ndo
gendmicos. Através do mecanismo genémico classico, esteroides induzem agfes mais lentas
de longo prazo nos neurbnios por ativacdo especifica de receptores intracelulares que
modulam a transcricao e sinteses e proteinas. Portanto esterdides gonadais modulam a sintese,
liberacdo e metabolismo de muitos neuropeptideos e transmissores neuroativos e a expressao
de seus receptores (PANAY; STUDD, 1998). Em particular, entre 0s neurotransmissores,
noradrenalina, dopamina, 4&cido-y-aminobutirico (GABA), acetilcolina, serotonina e
melatonina sdo regulados por horménios sexuais esterdides. Muitos neuropeptideos séo
modulados diretamente pelos hormonios gonadais incluindo peptideos opioides, GnRH, fator
liberador de corticotrofina (CRF), neuropeptideos (NP) y e galanina. Por outro lado,
hormbnios esterdides exercem efeitos muito rapidos que ndo podem ser atribuidos ao
mecanismo gendmico: por exemplo, o estrogénio, com excitabilidade elétrica moduladora de
progesterona, funcionalidade sindptica e recursos morfoldgicos (MONG; MCCARTHY,
1999). A interagdo de mecanismos gendmicos e ndo-gendmicos permite que uma ampla gama

de acdes de esterdides sexuais na regulacdo da funcao cerebral.

1.4 Intolerancia a lactose e aspectos relacionados a reproducao

Embora ndo tenha sido encontrado qualquer relato de prejuizos na reproducdo da populagéo
masculina diagnosticada com intolerancia a lactose, o cenario feminino € diferente. Além do
fato ja mencionado anteriormente de que a intoleréncia a lactose ser mais reportado no sexo
feminino, existem estudos revelando prejuizos na sua esfera reprodutiva. S&o descritas
evidéncias clinicas e experimentais que a galactose (que tem papel na sintese de lactose) pode
ser toxica para células germinativas ovarianas (CRAMER; XU; SAHI, 1994). Mulheres

galactosémicas (aquelas com pouca habilidade em converter galactose em glicose via enzima
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galactose-1-fosfato uridil transferase) desenvolvem menopausa prematura (JIN; YU,
HUANG, 2012). Camundongos fémeas alimentadas com dieta contendo 50% de galactose
desenvolvem disfuncdo ovulatoria e mostram evidéncias de destruicdo de oocitos (SWARTZ;
MATTISON, 1988). Ratas gestantes alimentadas com essa mesma dieta contendo 50% de
galactose geram prole com numero reduzido de o6citos (CHEN, Y. T. et al., 1981). Assim,
mudangas na dieta de galactose devem prejudicar funcdes ovarianas (CRAMER; XU; SAHI,
1994).

Foi revelada também correlacdo entre a hipolactasia e indices de fertilidade idade-
especificos. A fertilidade em idades mais avancgadas é menor e o declinio da fertilidade com o
envelhecimento é mais acentuado em popula¢Ges com elevado consumo per capita de leite (e
maior capacidade de digerir o seu componente lactose) (CRAMER; XU; SAHI, 1994). Os
autores atestam ainda que o efeito nas funcbes ovarianas deva ser cumulativo.

Os mecanismos relacionados aos prejuizos reprodutivos quando de intolerancia a
lactose ainda estdo longe de serem elucidados. Existem apenas evidéncias indiretas. A
progesterona tem o potencial de exercer papel chave. Ela pode atuar na maturacao da lactase
em fetos humanos (SZILAGYI et al., 1996). Em ratos, doses elevadas de progesterona
induzem lactase intestinal (NAGPAUL et al., 1990). Ademais, a progesterona aumenta a
altura das vilosidades de ratos, expandindo assim a superficie da mucosa e a quantidade de
lactase disponivel, podendo influenciar em processos relacionados intolerancia a lactose
(SALOMON et al., 1996).

Em relacdo aos mecanismos moleculares implicados nos prejuizos reprodutivos, a
epigenética parece exercer importante papel, uma vez que foi demonstrado seu envolvimento
durante processo puberal feminino no controle da expressdo de horménios neuroenddcrinos
pelo hipotdlamo (LOMNICZI; WRIGHT; OJEDA, 2015; LOMNICZI; OJEDA, 2016). A
primeira evidéncia de que a expressdo do GnRH poderia ser regulada epigeneticamente foi
mostrado por Kurian e colaboradores (KURIAN; KEEN; TERASAWA, 2010) utilizando
cultivo de neurdnios GnRH de primatas. Neste trabalho, foi mostrado que a metilacdo da
regido promotora do gene diminuia em neurdnios GnRH, coincidindo o aumento de sua
expressdo. Este estudo foi importante, pois deu inicio a um campo vasto de investigacdes a
respeito do envolvimento dos mecanismos epigenéticos na biologia dos neurénios GnRH néo
apenas durante o desenvolvimento embrionario, mas também sob condigdes que possam
adiantar ou atrasar a puberdade.

Em relacdo ao hipotdlamo, estudos destacam a contribuicdo da epigenética em trés

niveis de regulagéo hipotaldamica: ao longo do desenvolvimento da rede neuronal GnRH; nos
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neurbnios da Kisspeptina AVPV, responsdveis pelo aumento pré-ovulatério de
gonadotrofinas; e em neurénios ARC KNDy, responsaveis pelo controle da secrecdo pulsatil
de GnRH (TORO; AYLWIN; LOMNICZI, 2018). No ovario, foi demonstrado em modelo
murino de sindrome de ovario policistico que a metilacdo da regido promotora do gene do
receptor de hormonio luteinizante foi perdida pela administracdo de desidroepiandrosterona
(DHEA) (ZHU et al., 2010).

Alias, a epigenética refere-se a modificacdes quimicas na molécula do DNA que
acabam por modificar a acessibilidade dos fatores de transcricdo ao DNA pelo bloqueio de
seus sitos de ligacdo e/ou pelo estado de compactacdo da cromatina, controlando assim
diferentes padrdes de expresséo génica (TORO; AYLWIN; LOMNICZI, 2018). A perda ativa
de metilacdo do DNA é um processo enzimatico que leva a remocdo do metil grupo de 5-
metilcitosina (5mC) por meio de oxidacdo sucessiva [5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-
formilcitosina (5fC), 5-carboxilcitosina (5caC)] catalisada por translocacdo dez-onze Familia
(TET) (KOHLI; ZHANG, 2013). Cabe ressaltar ainda que ja foi demonstrado em
experimentos in vitro e in vivo que a enzima TET2 promove a transcricdo e liberacdo de
peptideo de GnRH, promovendo a manutenc¢do da funcéo reprodutiva (KURIAN et al., 2016).
No entanto, o envolvimento dos mecanismos epigenético na regulacdo da transcricdo dos
genes relacionados ao eixo HHG ainda néo foi elucidado, especialmente frente ao quadro de
intolerancia a lactose.

A intolerancia a lactose ja foi correlacionada a maior susceptibilidade a sindrome dos
ovarios policisticos, por processos associados também ao consumo de célcio, niveis baixos de
androgenos e niveis altos de HDL (High Density Lipoproteins ou lipoproteinas de alta
densidade) (LERCHBAUM et al., 2012). Ainda existe muito a se estudar sobre a
progesterona e o eixo HHG, como processos envolvidos na intolerdncia a lactose e prejuizos
relacionados a reproducdo feminina. Sabendo da possibilidade de que a epigenética sirva
como um retransmissor de sinais ambientais modulando o desenvolvimento puberal, fica
apoiada a aposta em seu envolvimento no controle da reproducéo.

A Kisspeptina regula o desenvolvimento das fungfes reprodutivas e o inicio da
puberdade em humanos e em outros mamiferos, modulando o eixo reprodutivo (hipotalamo,
hipofise e gbnadas). A Kkisspeptina também estd envolvida na regulacdo da invasdo
trofoblastica durante a gravidez, ovulacdo e hiperativacdo de espermatozoides (ILAHI; HAQ,
2021). A modulacéo epigenética dos genes kiss1 e Kiss1R (seu receptor) dentro do hipotdlamo
no inicio da puberdade foi investigada em mulheres, fornecendo evidéncias de que a

metilacdo de ambos genes promove mudancas ao longo da puberdade com o desenvolvimento
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de um promotor diferencial especifico altamente significativo de padrdes de metilacdo
(WYATT et al.,, 2013). Foi reportado também um mecanismo epigenético de repressao
transcricional envolvendo o complexo de silenciamento polycomb (PCG), o qual previne o

processo puberal prematuro em ratas (LOMNICZI et al., 2013).

1.5 Modelos de intolerancia a lactose em animais de laboratério

Considerando a alta incidéncia da intolerancia a lactose e seus efeitos cronicos que o paciente
sofre, a ciéncia lanca mdo de modelos experimentais para buscar o entendimento dos
mecanismos de acao envolvidos e terapias eficazes. Porém, infelizmente, até 0 momento, sdo
poucos os estudos envolvendo modelos experimentais em roedores e a intolerancia a lactose.
Os poucos estudos publicados buscam principalmente mimetizar o principal sintoma da
intolerancia a lactose: a diarreia.

Um exemplo é o tratamento de camundongos Balb/c com altas doses de lactose: 25
0/60 kg de peso corporal (LI, J. et al., 2012). Nesse estudo, para detectar a intolerancia a
lactose, foi avaliado o indice de diarreia, incluindo a frequéncia de fezes e peso total de fezes
seis horas apés o desafio e a motilidade intestinal. Além disso, os camundongos foram
tratados oralmente com Lactococcus lactis MG1363/FGZW, uma cepa recombinante de que
expressa beta-galactosidase (lactase) de qualidade alimentar. O tratamento com a cepa
induziu melhora na microbiota bacteriana e na motilidade intestinal dos camundongos
desafiados com lactose, aliviando os sintomas de intolerdncia & lactose. Os autores
concluiram este ser um modelo murino de intoleréncia a lactose (LI, J. et al., 2012).

Alias, camundongos Balb/c tem altas atividades de lactase intestinal antes do
desmame, mas essa atividade vai baixando significativamente ap6s o desmame, resultando em
niveis baixos apds nove semanas de idade; fendmeno similar ao que ocorre com 0s humanos
(HE; LU; HUANG, 2005).

Estudo similar sobre a intolerancia a lactose foi realizado em ratos Wistar. Os ratos
foram tratados com dieta rica em lactose (dieta contendo 35% de lactose por 14 dias) para
induzir diarreia, recebendo ainda a shen-ling-bai-zhu-san, uma erva utilizada desde a
antiguidade pela medicina tradicional chinesa (JI et al., 2019). Varios parametros foram
avaliados: atividade geral, agrupamento dos individuos, peso corporal, consumo de ragao e de
agua, descricdo das fezes, fungdo de absorcéo intestinal (ensaio de captagdo de d-xilose),

analise por microscopia eletrénica de transmissdo de ultraestruturas dos segmentos intestinais,
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incluindo jejuno, ileo, colon proximal e distal, além de imuno-histoquimica e western blotting
para proteinas de transporte de sddio. Os ratos apresentaram diarreia em 24-48 horas apds o
consumo da dieta rica em lactose e varios outros prejuizos nos parametros analisados. O
estudo traca um paralelo com a intolerancia a lactose e conclui que a erva foi eficiente em
aliviar os sintomas (JI et al., 2019).

Para entender os mecanismos de acdo que acarretam a deficiéncia da lactase, os
receptores ativados por proliferador de peroxissoma gama (PPARYy, sigla do inglés) foram
estudados, uma vez que desempenham papel chave no metabolismo de carboidratos. Para
inducdo de sintomas associados a intolerancia a lactose, ratos adultos receberam dieta rica em
lactose (15-60% do peso total da dieta). Dentre outros prejuizos, os ratos apresentaram perda
de peso, diarreia e aumento significativo no peso e tamanho do ceco (FUMERY et al., 2017).
No mesmo estudo, achados in vitro e in vivo revelaram que a modulagdo dos PPARy
melhorou a funcionalidade do sistema e os sintomas induzidos pela dieta enriquecida em
lactose em ratos e camundongos. Os autores concluiram que estratégias terapéuticas para
tratar a ma absor¢ao de lactose devem focar nos PPARy (FUMERY et al., 2017).

Basicamente, esses sdo os estudos focando modelos de intolerancia a lactose em
roedores. Como se pode notar, ainda carece muitos estudos a serem realizados para o

entendimento dos mecanismos associados e desdobramentos da intolerancia a lactose.

Por tudo citado até aqui, como a alta incidéncia da intolerancia a lactose, as limitacbes dos
conhecimentos relacionados aos seus mecanismos de acdo e aos modelos experimentais, bem
como a correlagdo com prejuizos psiquiatricos e reprodutivos, o objetivo deste projeto foi de
propor e estudar modelos experimentais de intolerancia a lactose em ratas adultas, estudando
aspectos comportamentais e reprodutivos femininos, e buscando entender os mecanismos
locais, sisttmicos e centrais envolvidos. Para tanto, foi estudado eixo HHG, incluindo
mecanismos genéticos e aspectos morfolégicos. Assim, este projeto pretendeu responder
perguntas como se a intolerancia a lactose causa prejuizos psiquiatricos e reprodutivos, quais

S30 esses prejuizos e seus mecanismos associados.
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2. OBJETIVOS

A seguir, sdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos deste trabalho.

2.1 Objetivo geral

Avaliar se a intolerancia a lactose induz prejuizos psiquiatricos e reprodutivos femininos,

estudando mecanismos locais, sistémicos e centrais envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:

Definir as concentracdes de lactose das dietas disponibilizadas para as ratas, sua
formulacdo, via de administracdo e efeitos em aspectos gerais da salde;

Propor dois modelos experimentais de intolerancia a lactose em ratas adultas com o
fornecimento de dietas ricas em lactose;

Avaliar em ratas adultas a manifestacdo de caracteristicas relacionadas a intolerancia a
lactose (escore das cibalas fecais e monitoramento de sinais clinicos);

Avaliar em ratas adultas se os modelos experimentais de intolerancia a lactose afetam
comportamentos relacionados a atividade motora e ansiedade;

Avaliar em ratas adultas se os modelos experimentais de intolerancia a lactose afetam
a morfologia de Orgdos reprodutivos internos (Gtero e ovario, histopatologia e
morfometria);

Avaliar em ratas adultas se os modelos experimentais de intolerancia a lactose afetam
a morfologia entérica (histopatologia e morfometria);

Avaliar em ratas adultas se os modelos experimentais de intolerancia a lactose afetam

a expressdo de genes-chave do eixo HHG e intestinal.
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3. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, sdo apresentados os procedimentos éticos e legais, informacdes relativas aos
animais utilizados no estudo e detalhes metodologicos dos Experimentos 1 e 2.
Especificamente, o Experimento 1 prop0s definir e padronizar a solugéo de lactose aplicada
experimentalmente, levando em conta aspectos fisico-quimicos, o consumo e aspectos de
saude para definicdo da solucdo de lactose. A metodologia relativa ao Experimento 2
descreve as solucdes, dietas, grupos e delineamento experimental aplicados, bem como
detalhes sobre o monitoramento dos sinais clinicos, teste comportamental, o estudo
morfolégico em 6rgdos reprodutivos internos e no intestino (histopatologia e morfometria), o
estudo da expressdo de genes-chave do eixo HHG e intestinal e as analises estatisticas

realizadas.

3.1 Declaracéo de ética

Este projeto foi iniciado experimentalmente apds sua aprovacao junto a Comisso de Etica no
Uso de Animais (CEUA-UNIP), de acordo com as normas e procedimentos éticos relativos ao
uso de animais de laboratério. O projeto foi aprovado pela CEUA/UNIP sob nudmero
8426191121 (Anexo 1). Essas diretrizes sdo baseadas nas normas do National Institutes of
Health (Bethesda, MD). Os experimentos foram realizados de acordo com os protocolos de
boas praticas de laboratério com métodos de garantia de qualidade. Todos os esforcos

possiveis foram realizados para minimizar o sofrimento dos animais.

3.2 Animais

Foram utilizadas 32 ratas (Rattus norvegicus) Wistar adultas e quatro ratos machos (total de
36 ratos), com aproximadamente 90 dias de vida, fornecidos de biotério credenciado
(Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil). Esses ratos foram alojados no Biotério de
Experimentagdo da Universidade Paulista (Sdo Paulo, SP). Os ratos permaneceram em
gaiolas-moradia (45,5 x 34,5 x 20 cm, até quatro por gaiola, separados por sexo) com filtro na
parte superior, em sistema de rack ventilado (Tecniplast, Buguggiate, VA, Italia), permitindo

aeracdo e trocas de ar constante. As camas dessas gaiolas-moradia eram constituidas de
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maravalha (esterilizada e livre de residuos). O ambiente possuia temperatura (24°C + 2°C) e
umidade (entre 55% e 65%) controladas constantemente por sistema automatizado. O ciclo de
luz também era automatizado, com luz artificial (12 horas claro/12 horas escuro; luzes ligadas
as 7h00). Os animais tinham livre acesso a racdo irradiada (especifica para a espécie,
BioBase, Aguas Frias, SC, Brasil) e agua filtrada. Os ratos permaneceram no minimo por um
periodo de sete dias nessas condi¢fes em nosso biotério para aclimatacdo antes do inicio dos

procedimentos experimentais.

3.3 Experimento 1

O Experimento 1 prop6s definir as concentracdes de lactose das dietas disponibilizadas para

as ratas, sua formulacdo, via de administracdo e efeitos em aspectos gerais da salde.

3.3.1 Padronizacéo da solucdo de lactose

Para a confeccdo das solucOes de lactose em diferentes concentragdes, foi utilizada a lactose
monoidratada (U.S.P. 40, Nro. CAS 10039-26-6, Labsynth Ltda, Diadema, Brasil).

Foram testadas diferentes concentracdes de lactose, em ordem decrescente: 50%, 35%,
25% e 14% de lactose, sempre diluida em agua filtrada fornecida para criacdo dos roedores. A
concentracdo de 50% de lactose foi baseada em um estudo experimental que avaliou aspectos
relacionados a fertilidade de camundongos (SWARTZ; MATTISON, 1988). A concentracdo
de 35% de lactose foi baseada em um estudo experimental que avaliou os efeitos da exposi¢do
de ratos a uma dieta rica em lactose (35%) ao longo de 14 dias, revelando sintomas como
diarreia e prejuizos comportamentais (JI et al., 2019). A concentracdo de 25% de lactose foi
baseada em estudo experimental que revelou prejuizos em parametros metabolicos e
fermentagdes colénicas em ratos (ALEXANDRE et al., 2013). Por fim, a concentragdo de
14% de lactose foi baseada nas informac@es técnicas de solubilidade maxima da lactose em
agua fornecida pelo fabricante da lactose (lactose monoidratada U.S.P. 40, Nro. CAS 10039-
26-6, Labsynth Ltda, Diadema, Brasil). Todos os estudos citados como fonte das
concentragcdes de lactose utilizaram vias de administracdo diferentes daquela proposta no

presente estudo. No caso, os trabalhos da literatura utilizaram basicamente a via de
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administracao oral da lactose misturada/confeccionada em ragéo rica em lactose. Detalhes em
cada uma das publicacGes citadas neste paragrafo.

Como mencionado anteriormente, € importante destacar que mesmo a concentracéo de
14% de lactose é considerada uma solucdo rica em lactose, comparada a concentracdo de
lactose que existe no leite materno humano - 6,9-7,2%, (FOX; MCSWEENEY, 1998;
PASTUSZKA; BARLOWSKA; LITWINCZUK, 2016) e de rato - 1,1-2,6% (FOX;
MCSWEENEY, 1998). Também €é importante destacar que ratos adultos sdo naturalmente
deficientes de lactase, e, mesmo concentracdes baixas de lactose devem gerar problemas de
digestdo (ALEXANDRE et al., 2013).

As diferentes solucgdes de lactose, nas diferentes concentracdes, foram formuladas em
diferentes protocolos, modificando varaveis como a temperatura na qual a solucdo foi
confeccionada, a forma de aquecimento por diferentes aparatos, sua agitacdo, diferentes
recipientes para sua confec¢do, descanso etc. Todos os detalhes das varidveis modificadas,
volumes preparados e protocolos metodoldgicos para a confecgdo das solucBes de lactose
estdo descritos na Tabela 1. As variacbes metodoldgicas sempre tiveram o intuito de obter
uma solucdo rica em lactose que apresentasse boa palatabilidade para o consumo de ratos e
que néo cristalizasse ou se deteriorasse rapidamente.

Apobs a confeccdo de cada solugdo de lactose, estas foram avaliadas diariamente, por
até 168 horas (sete dias), quanto a aspectos gerais da solu¢do, como sua coloracao, seu odor,

sua viscosidade e evidéncias de colonizacdo de microorganismos como fungos.

3.3.2 Consumo e aspectos de saude para definicdo da solucdo de lactose

Quatro ratos adultos foram expostos a bebedouros com as diferentes solucbes e
concentragdes de lactose, mantendo a oferta de racdo e agua ad libitum. Diariamente, os ratos
foram monitorados quanto a aspectos gerais da saude, suas cibalas fecais, além da avaliacdo
do consumo da solugdo de lactose.

Ao todo, foram realizados sete testes experimentais, descritos em detalhes na Tabela
1. A Figura 3 ilustra a confeccdo das solugdes de lactose.

A formulagéo da solucéo de lactose administrada no bebedouro e ndo administrada por
gavagem (alimentacdo forcada por cénula metélica) foi baseada no fato que a gavagem
estressa 0 roedor e causa prejuizos comportamentais (BROWN; DINGER; LEVINE, 2000),
que sdo objetos de estudo deste modelo.
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Tabela 1 — Metodologia do Experimento 1. Protocolos metodoldgicos dos sete testes realizados no Experimento 1 com diferentes concentracdes de lactose e

variacdes de confec¢do (temperatura e agitacéo)

Teste  Concentracdo Referéncia da concentragcdo Solucéo Aquecimento/ Agitacdo® Observacédo
de lactose (lactose/agua®) Temperatura®

1 50% (SWARTZ; MATTISON, 1988)  200g/400mL ambiente 3 min Figura 3A
2 50% (SWARTZ; MATTISON, 1988)  200g/400mL bico de Bunsen, 80°C  naoP -

3 50% (SWARTZ; MATTISON, 1988)  100g/200mL banho-maria, 80°C ndok Figura 3B
4 35% (Jletal., 2019) 70g/200mL banho-maria, 93,5°C 50 min Figura 3C
5 25% (ALEXANDRE et al., 2013) 509/200mL banho-maria, 93,5°C 40 min -

6 14% Bula produto 28g/200mL ambiente 3 min -

7 14% Bula produto 289/200mL banho-maria, 93,5°C 30 min -

A 4gua filtrada fornecida para criagédo dos roedores;

B referéncia usada para a escolha das temperaturas: (FOX; MCSWEENEY, 1998)

€ agitador magnético;

P a solucdo foi depositada ainda quente no bebedouro plastico que os ratos iriam beber e foi resfriada neste recipiente;
E a solucdo foi mantida em repouso até atingir a temperatura ambiente em um béquer de vidro e s6 entdo depositada no bebedouro plastico que os ratos

iriam beber;
Fonte: dos autores
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Figura 3 — Confeccédo das solugbes no Experimento 1. Confeccdo das solugdes de lactose no
Experimento 1. (A) Processo de confecgéo e agitagdo da solugdo de lactose 50% realizada no Teste 1;
(B) Solugéo de lactose 50% pronta no bebedouro (Teste 3); (C) Processo de confecgdo da solucéo de
lactose 35% com aquecimento em banho-maria, realizada no Teste 4

.

Fonte: dos autores

3.4 Experimento 2

O Experimento 2 propds dois modelos experimentais de intolerancia a lactose em ratas
adultas com o fornecimento de dieta rica em lactose, bem como a avaliagdo em ratas adultas
da manifestacdo de caracteristicas relacionadas a intolerancia a lactose com o escore das
cibalas fecais e monitoramento de sinais clinicos. Além disso, estudou comportamentos
relacionados a atividade motora e ansiedade, a morfologia de érgdos reprodutivos internos e
do intestino (histopatologia e morfometria) e a expressdo de genes-chave do eixo HHG e

intestinal.

3.4.1 Tratamentos, grupos e delineamento experimental

Uma vez definida a concentracdo de 14% para a solucdo de lactose (detalhes no item

Resultados) o segundo experimento foi proposto para avaliar se a intolerancia a lactose induz
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prejuizos comportamentais e na reprodugdo feminina, estudando os mecanismos locais,
sistémicos e centrais envolvidos.
O Experimento 2 foi realizado avaliando trés grupos (n=8 ratas/grupo):

e Grupo controle: ratas adultas alimentadas com racdo padrdo (descrita
anteriormente) e agua filtrada ad libitum;

e Grupo lactose: ratas alimentadas por 14 dias seguidos por via oral ad libitum
com uma solucdo rica em lactose além de racéo padrdo (descrita anteriormente)
e agua filtrada ad libitum. Esse grupo recebeu solucdo de 14% de lactose
(monoidratada, U.S.P. 40, Nro. CAS 10039-26-6, Labsynth Ltda, Diadema,
Brasil) disponivel em um bebedouro na gaiola moradia, assim como o
padronizado no Experimento 1,

e Grupo formula: ratas alimentadas por 14 dias seguidos por via oral ad libitum
com uma solucdo de formula comercial de leite em p6 para o uso infantil de
segmento para lactantes rico em lactose: Aptamil 2 Premium (Danone, Buenos
Aires, Argentina) além de racdo padrdo (descrita anteriormente) e dgua filtrada
ad libitum. Esse grupo também recebeu a dieta em um bebedouro disponivel na

gaiola moradia.

Informacgdes nutricionais fornecidas na bula da férmula comercial do produto (Aptamil 2
Premium) detalnam uma concentracdo de 53% de lactose nesta férmula. A solucdo foi
confeccionada seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante, com 210 mL de agua fervida
previamente e sete colheres-medida da formula.

Ambas as dietas foram reservadas em temperatura ambiente (24°C+2°C) para
resfriamento e s6 entdo acondicionadas em bebedouros especiais para roedores, idénticos
aqueles usados para o consumo de agua. Essas solucbes eram disponibilizadas diariamente
por 14 dias consecutivos para as ratas baseados no estudo de Ji e colaboradores (2019). A
solucdo de lactose permanecia por 24 horas a disposicdo dos roedores, baseados nos
resultados do Experimento 1. No caso da formula comercial, a solugéo era fornecida para as
ratas somente em um intervalo de seis horas por dia, conforme informacdes do fabricante, de
modo a minimizar a possibilidade de deterioracéo.

Essas ratas foram monitoradas quanto a sinais clinicos e caracteristicas das cibalas
fecais a cada 48 horas a partir do primeiro dia de tratamento, até o ultimo dia de experimento.
No dltimo dia de dieta (14° dia), as ratas de todos os grupos foram avaliadas individualmente

guanto ao seu comportamento em ambiente novo inescapavel. No dia seguinte do término dos
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protocoles de dietas (15° dia), as ratas foram submetidas a eutanasia e foram coletados érgéos
reprodutivos internos, intestino e encéfalo para avaliagcdes, morfoldgicas, histopatologicas e
geneticas, conforme descrito nos proximos itens. A Figura 4 ilustra o delineamento
experimental do Experimento 2.

Todas as avaliagdes nas ratas, incluindo monitoramento clinico e coleta de tecidos foi
realizada sempre no periodo da manhd, entre 8h00 e 11h00, para minimizar variacGes

induzidas por alteragdes no ritmo circadiano dos ratos.

Figura 4 — Delineamento experimental do Experimento 2. Delineamento experimental do
Experimento 2, incluindo a cronologia dos dias de exposi¢cdo as dietas ricas em lactose, o
monitoramento dos sinais clinicos, a avaliagdo comportamental e as anélises post-mortem

pa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

| I I I | |
I | I I | L
Comportamento:
L o atividade motora e ansiedade
Inicio das dietas:

O
Anadlises post-mortem:

- Histopatologia uterina e ovariana
- Morfometria uterina e ovariana

lactose 14% e formula comercial (e controle)

Legenda: - Histopatologia entérica
Exposicdo diaria as dietas - Morfometria entérica
| Monitoramento de sinais clinicos: peso corporal, consumo das - Expressdo de genes-chave do eixo
dietas e escore de cibalas fecais HHG e intestinal

Fonte: dos autores

3.4.2 Monitoramento de sinais clinicos

Todos as ratas do Experimento 2 foram avaliadas quanto ao monitoramento de sinais clinicos
a cada 48 horas a partir do primeiro dia de tratamento, até o ultimo dia de experimento, isto €,
foram avaliadas nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14. Os parametros avaliados foram: peso corporal
(9), consumo das dietas (solucBes, mL) e escore de cibalas fecais.

A anélise do consumo das dietas (lactose e formula) foi realizada subtraindo o valor
inicial de cada dieta liquida pelo valor encontrado no bebedouro com escala em mL (a cada
48h). Cada gaiola continha sempre quatro ratas, portanto, o consumo foi considerado de

forma coletiva.
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A anélise da consisténcia das cibalas fecais foi baseada em escores de 1 a 4, adaptado
do estudo de Akhtar e colaboradores (2021). O escore 1 referiu-se a cibalas fecais com
consisténcia normal (firmes e duras); o escore 2 correspondeu a cibalas fecais em formato
alongado, levemente amolecido; o escore 3 correspondeu a cibalas fecais amolecidas; e o

escore 4 correspondeu a cibalas fecais aquosas.

3.4.3 Comportamento: atividade motora e ansiedade

No ultimo dia das diferentes dietas, isto é, ap6s protocolo de 14 dias consecutivos de
exposicdo a solucdo de lactose ou solucdo de formula comercial (e grupo controle), as ratas
foram avaliadas individualmente quanto ao seu comportamento em ambiente novo
inescapavel com o intuito de avaliar comportamentos das ratas relacionados a atividade
motora, exploratoria e niveis de ansiedade (MAZUCO et al., 2019).

Foi utilizada uma arena de madeira pintada com tinta acrilica lavavel (70 cm de
comprimento X 70 cm de largura x 50 cm de altura). A arena era dividida em trés
compartimentos: um central e maior (25 cm de largura) e dois compartimentos laterais e
menores (21,5 cm de largura), todos com 70 cm de comprimento e 50 cm de altura. As duas
paredes paralelas que dividiam os trés compartimentos possuiam uma abertura (12 cm de
largura x 11 cm de altura) de modo que um sujeito experimental pdde explorar livremente os
trés compartimentos. O teste era iniciado ao introduzir individualmente e gentilmente os
sujeitos experimentais no compartimento central da arena. Cada avaliacdo individual durou
cinco minutos e foi realizada em sala pequena, isolada do experimentador, com isolamento
acustico e luz indireta. Todas as sessdes foram filmadas por equipamento alocado acima da
arena.

Os parametros avaliados no teste comportamental foram: frequéncia de levantar
(nimero total de vezes que o animal apresentou postura de permanecer apoiado nas patas
posteriores, com o tronco perpendicular ao chdo, podendo ou ndo tocar com as patas
anteriores as paredes do aparato), frequéncia de cruzamentos entre compartimentos (nimero
de vezes que o animal se deslocou com as quatro patas para outro compartimento), tempo em
segundos de permanéncia no compartimento central, tempo em segundos de locomog¢éo nos

compartimentos periféricos, e tempo em segundos de locomogdo no compartimento central.
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3.4.4 Histopatologia uterina e ovariana

O Utero e o ovario das ratas de todos os grupos estudados foram coletados no dia seguinte do
término dos protocoles de dietas, isto €, no 15° dia de experimento, imediatamente ap0s
procedimento de eutanasia. O método de eutanasia foi por decapitagdo pelo fato de que
avaliacbes de parametros hormonais e moleculares epigenéticos (explicados nos proximos
itens) serem influenciadas por anestésicos e analgésicos, de acordo com a literatura
(ZURAWEK et al., 2019; LAUBY; MCGOWAN, 2020; SINGH et al., 2020).

O utero e o ovario direito foram rapidamente coletados e acondicionados
individualmente em tubos contendo solucéo de formol a 10% em tampé&o fosfato de Sorensen
(pH neutro). Para avaliacdo histopatoldgica, procedimentos histoldgicos padrdo foram
realizados (XAVIER et al., 2007). Resumidamente, os 6rgaos foram desidratados em etanol,
submetidos a xileno e incorporados em parafina. Os blocos foram cortados em seccfes de
cinco micrometros em microtomo e corados com hematoxilina e eosina (HE) para analises
histopatoldgicas. As laminas foram analisadas em microscopio optico (Opticam Microscopy
Technology, 0400S).

Cada rata de cada grupo foi avaliada quanto a sua fase litea (AKINJIOLA et al., 2018;
CASTANEDA, 2018). Somente as ratas em metaestro e diestro foram selecionadas para as
avaliacOes histopatologicas. As ratas em fase folicular (fase ndo lGtea) foram descartadas
dessa analise.

Foram considerados metodologias e parametros preconizados (CAMARGO et al.,

2016). Assim, foi realizada a avaliacdo histopatoldgica uterina e ovariana.

3.4.5 Morfometria uterina e ovariana

O mesmo material histolégico utilizado para a avaliacao histopatoldgica uterina e ovariana foi
empregado para a analise morfométrica uterina e ovariana, inclusive no que diz respeito a
selecdo de ratas em fase lutea (metaestro e diestro).

A morfometria do endométrio e do miométrio uterino foi realizada de acordo com a
literatura (COSTA; MORAIS, 2022), com ajuda do software Image J (National Institutes of
Health). Resumidamente, utilizando microscépio éptico (Nikon Eclipse E 200 MV R, Tokyo,

Japan) com aumento de 40 e 100 vezes, foram obtidas cinco fotomicrografias do Utero de
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cada rata de cada um dos trés grupos. Em cada fotomicrografia foram obtidas as espessuras
dos miométrios e endomeétrios.

Para a andlise estatistica, as cinco medidas de cada Utero (do endométrio e do
miométrio) de cada rata foram utilizadas para o calculo da média por animal, utilizada como
unidade. Os valores das espessuras sdo expressos em micrometros (pum).

As mesmas ratas cujos Uteros foram coletados e avaliados também foram utilizadas
para a analise morfométrica ovariana. Em especifico, o didmetro (um) dos corpos liteos e o
numero de corpos lateos por area foram quantificados (SILVA et al.,, 2004; COSTA;
MORAIS, 2022). Das fotomicrografias do ovario obtidas em aumento de 40 e 100 vezes
foram mensuradas dez secc¢bes do diametro dos corpos lUteos de cada rata e realizada a
contagem dos corpos luteos (SILVA et al., 2004; COSTA; MORAIS, 2022). Para a analise
estatistica, as dez medidas de cada ovario de cada rata foram utilizadas para o célculo da

meédia por animal, utilizada como unidade.

3.4.6 Histopatologia entérica

O intestino delgado das mesmas ratas utilizadas para a coleta de Utero e ovario foi coletado
para analises morfologicas. Primeiramente, apds a obtencdo de um fragmento de
aproximadamente 15 milimetros de intestino delgado, seu lumen foi lavado com soro
fisioldgico e entdo o fragmento foi individualmente acondicionado em tubo contendo solucao
de formol a 10% em tampdo fosfato de Sorensen (pH neutro). A partir dai, 0os mesmos
procedimentos histoldgicos descritos para as amostras de Utero e ovario foram realizados no
intestino delgado a fim de se obter laminas coradas com HE para observacdo em microscopia

oOptica.

3.4.7 Morfometria entérica

O mesmo material histoldgico entérico utilizado para a analise histopatoldgica foi empregado
para analise morfométrica, com ajuda do software Image J (National Institutes of Health).
Nas andlises morfométricas do intestino delgado foram aferidas a altura das vilosidades
intestinais e a profundidade das criptas de Lieberkiihn, segundo descrito pela literatura

(TAAVELA et al., 2021). Para tanto, para cada um dos dois parametros (vilosidades e criptas)
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foram tomadas dez medidas diferentes para cada rata, de modo a obter uma média por animal
(CARVALHO et al., 2015). A medida de altura da vilosidade foi tomada a partir da regido
basal da mucosa intestinal, coincidente com a porcdo superior das criptas, até seu apice. As
criptas foram medidas da sua base até a regido de transicdo cripta-vilosidade (TAAVELA et
al., 2021).

De posse dos valores de altura das vilosidades e profundidade das criptas, foi
calculado o indice vilosidade-cripta (SEYYEDIN; NAZEM, 2017). No caso, o indice
vilosidade-cripta (IVC) foi obtido a partir da divisdo dos valores das alturas das vilosidades
pela profundidade das criptas adjacentes.

Ainda a respeito da analise morfométrica entérica, foram quantificados trés tipos de
células na membrana basal das vilosidades: células epiteliais intestinais (enterdcitos),
leucdcitos intraepiteliais mononucleares (linfocitos) e células caliciformes (PEREIRA et al.,
2018). A contagem de cada tipo celular (enterdcitos, linfdcitos e células caliciformes) foi
realizada por vilosidade, em um total de dez vilosidades por amostra. Posteriormente foi

calculada a somatoria para obtengdo dos valores de contagem total.

3.4.8 Expressao de genes-chave do eixo HHG e intestinal

As mesmas ratas que tiveram seus intestinos delgados e 6rgaos reprodutivos coletados para
analises morfoldgicas também tiveram parte desses 6rgaos além de seus encéfalos coletados
para avaliacdes moleculares. Os encéfalos foram imediatamente e rapidamente (em até trés
minutos) dissecados de modo a coletar o hipotdlamo de cada rata. Esses hipotdlamos foram
individualmente acondicionados em tubos cénicos identificados e imediatamente estocados
em ultrafreezer -80°C. Para a amostra de ovario, somente o ovario do lado esquerdo foi
selecionado para a analise genética. No caso, cada ovario esquerdo foi individualmente
acondicionado em um tubo c6nico identificado e imediatamente estocado em ultrafreezer
-80°C. Para as amostras de intestino delgado, um fragmento de aproximadamente 15
milimetros, foi reservado para a analise genética. Neste caso, primeiramente o lumen foi
lavado com soro fisioldgico e entdo o fragmento foi individualmente acondicionados em
tubos conicos identificados e imediatamente estocados em ultrafreezer -80 °C.

O hipotalamo, parte do eixo HHG, foi utilizado para a avaliacdo da expressdo dos

genes do GnRH (Gnrh1, gonadotropin releasing hormone 1), do receptor da progesterona
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(Pgr, progesterone receptor), da Kkisspeptina (Kissl, KiSS-1 metastasis-suppressor) e do
receptor da kisspeptina (Kisslr, KISS1 receptor, também conhecido como Gpr54). O ovério,
também parte do eixo HHG, foi utilizado para a avaliacdo da expressao dos genes do receptor
do LH (Lhcgr, luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor), do receptor do FSH (Fshr,
follicle stimulating hormone receptor) e do fator de ligacdo imunomodulador de progesterona
1 (Pibf1, progesterone immunomodulatory binding factor 1). O intestino delgado foi utilizado
para a avaliacdo da expressdo do gene da enzima triptofano hidroxilase 1 (Tph1, tryptophan
hydroxylase 1).

A metodologia relacionada a avaliagdo da expressdo génica foi semelhante aquela
previamente descrita em nossos laboratorios (MEDEIROS et al., 2023). Resumidamente, foi
realizada a extracdo do é&cido ribonucleico (RNA) total das amostras pelo método
TRIzol/Cloroférmio/lsopropanol. Apds homogeneizacdo das amostras de tecido em 250 pL
do reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a separacdo da fase aquosa foi realizada
pela adi¢do de 0,2 mL de cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA), seguido pela
centrifugacdo (14.000 rpm) por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa (sobrenadante) foi entdo
coletada em tubos novos e a precipitacdo do RNA total foi realizada pela adicao de 0,5 mL de
isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA). As amostras foram entdo
incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos e 0 RNA precipitado por centrifugacdo a
14.000 rpm por 15 min a 4°C. O isopropanol foi descartado por inversdo e o0 RNA precipitado
(pellet) foi lavado com etanol 75%. A quantidade e pureza do RNA extraido foi estimadas em
aparelho de espectrofotometria apds sua ressuspensdo em 20 uL de dgua DEPC utilizando as
razOes de densidade optica (OD) 260/280 (= 1,8) e OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific, Uniscience). As amostras foram armazenadas a -80°C.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da transcricdo reversa de 2000
ng de RNA total na presenca de 2 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript II,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrugdes recomendadas pelo fabricante.
A primeira fita de cDNA foi gerada em uma reagdo com volume final de 20 puL contendo 500
MM de dNTP, 25 pg/mL de OLIGO dT, 1X solugdo tampéo de primeira fita, 40 U de inibidor
de RNAse e 10 uM de DTT pela enzima Superscript Il. Inicialmente, a mistura de RNA, agua
e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura de possiveis
estruturas secundarias. Em seguida, a reacdo de sintese de cDNA aconteceu por 50 minutos a
50°C, seguido por inativacdo enzimatica por 5 minutos a 85°C. Ap6s o término, o cDNA

sintetizado foi diluido para concentragéo final de 100 ng/pL e armazenado a -20°C.
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Tabela 2 — Iniciadores especificos para a expressdo génica. Sequéncias de iniciadores especificos
para o estudo da expressdo génica e condi¢bes de ciclagem da reacdo em cadeia da polimerase
guantitativo em Tempo Real (g-PCR)

Gene o ] Tamanho do
Iniciador Condicdes da reacdo
(1D) fragmento
Gnrhl Forward AGC ACT GGT CCT ATG GGT TG 95°C-15s; 64°C-30s;
(25194) Reverse GTC ACA CTC GGA TGT TGT GG 72°C-30s 2469
Pgr Forward GGT GGA GGT CGT ACA AGC AT 95°C-15s; 65°C—30s; 214 pb
(25154) Reverse AGG CCT TCC AAA GGA ATT GT 72°C—-30s
Kissl Forward AGC TGC TGC TTC TCC TCT GT 95°C-15s; 59°C—30s; 152 pb
(289023) Reverse AGG CTT GCT CTC TGC ATACC 72°C-30s
Kisslr Forward GGT GCT GGG AGA CTT CAT GT 95°C-15s; 59°C-30s; 73 pb
(78976) Reverse AGT GGC ACA TGT GGC TTG 72°C-30s
Lhegr Forward TCA ATT CTT GTG CCA ATC CA 95°C-15s; 60°C—-30s; 242 pb
(25477) Reverse TAA CGC TCT CTG GGG TAT GG 72°C-30s
Fshr Forward CTC ATC AAG CGA CAC CAAGA  95°C-15s; 55°C-30s; 185 pb
(25449) Reverse GGA AAG GAT TGG CAC AAG AA 72°C-30s
Pibfl Forward CTG GAC CAT CAA AAG GAG GA  95°C-15s; 60°C—30s; 237 pb
(306104) Reverse CTC CAA ATC CAG TGC CAT CT 72°C-30s
Tphl Forward AAT TTG CCA AAA CCG TGA AG 95°C-15s; 64,5°C— 141 pb
(24848) Reverse AAG GCT TTC TGC ACT GGA AA 30s; 72°C-30s
Rnu6 Forward CTC GCT TCG GC AGC ACA 95°C-15s; 58°C-30s; %4 pb
(19862) Reverse AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT 72°C-30s

(ID) nimero de identificagdo do gene, (pb) pares de base
Fonte: dos autores

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase
quantitativo em Tempo Real (q-PCR). O g-PCR foi realizado com o SYBR Green (Applied
Biosystems, USA) no aparelho StepOnePlus (Applied Biosystems, USA). Para estudar o
padrdo de expressdo génica dos genes supracitados as reacOes foram realizadas com
iniciadores especificos (Tabela 2) e tiveram como controle endogeno o gene Rnu6 (U6 small
nuclear RNA). Todas as reagdes tiveram volume final de 10 pL: 1 uL do cDNA sintetizado, 5
uL de SYBR Green | Master (LightCycler 480, Roche Applied Science), 0,4 uM dos
iniciadores especificos (primers) e g.s.p. de agua Milli-Q Rnase free. A Tabela 2 também

demonstra as condicdes das reagOes e as temperaturas de anelamento. A quantidade relativa
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dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico comparativo 2—ACt. Neste método,
a média do Ct do gene alvo foi subtraida pela média do Ct do gene controle, resultando em
um ACt. Para o calculo da expressao foi substituido o valor de ACt obtido na formula 2—ACt.
Os valores finais foram apresentados como razéo entre a expressao do gene alvo em relacéo a
expressdo génica do gene utilizado como normalizador. Os resultados sé&o expressos como
média + erro padrdo de cada animal independente realizado em duplicata técnica e

normalizado em relacéo ao grupo controle (atribuido valor 1).

3.5 Analises estatisticas

Foram verificadas a homocedasticidade e a normalidade dos dados com os testes de Bartlett,
Shapiro-Wilk (W) e Kolmogorov-Smirnov (KS). Foram utilizadas as analises de variancia
(ANOVA) de duas vias (fatores: dieta e dias de exposi¢do) e uma via, seguidas pelos pos-
testes de comparacGes maltiplas de Sidak ou Tukey para comparar dados paramétricos entre
0s grupos. Para os dados nao-paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pds-teste de comparagdes maltiplas de Dunn. Esses procedimentos foram testados para
possiveis outliers pelo método de ROUT. O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi
considerado suficiente para mostrar diferencas significativas em todos os dados analisados.
Os dados sdo expressos como média e respectivos erros-padrdo e como box & whiskers,

mostrando todos os valores.
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4. RESULTADOS

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados relativos aos estudos realizados para oS
Experimentos 1 e 2. No Experimento 1 sdo apresentados os resultados dos sete testes
realizados para a definicdo da concentracdo da solugdo de lactose empregada nos
experimentos seguintes, levando em consideracdo aspectos como descrigdes fisico-quimicas
das solucbes e a saude dos ratos. No Experimento 2 sdo apresentados os resultados do
monitoramento de sinais clinicos, do comportamento (atividade motora e ansiedade), da
histopatologia uterina e ovariana, da morfometria uterina e ovariana, da histopatologia
entérica, da morfometria entérica e da expressdo de genes-chave do eixo HHG e intestinal.

Os resultados revelaram que as concentracdes superiores a 14% (50, 35 e 25%) de
lactose cristalizaram e prejudicaram o consumo. A solucdo de 14% nao apresentou alteracfes
fisico-quimicas e resultou em boa palatabilidade. Essa solucdo de lactose e a formula
comercial prejudicaram a consisténcia das cibalas fecais a partir do dia 4. O comportamento
foi afetado: efeito ansiogénico. Foi verificada hipertrofia epitelial uterina e aumento na
espessura do miométrio. O estudo entérico revelou infiltracdo linfoplasmocitica,
linfangiectasia, fusdo de vilosidades, arrasamento criptal, diminuicio do nudmero de
enterdcitos, aumento do nimero de linfécitos e diminuicdo da expressdo génica de triptofano
hidroxilase (Tph)1. As expressdes de GnRh, kisspeptina, receptores de progesterona, LH e
FSH e do fator de ligacdo imunomodulador de progesterona 1 aumentaram.

Este volume de Tese de Doutorado apresenta somente o resumo dos principais
resultados obtidos com este estudo. Para maiores detalhes, consultar a publicagcéo em artigo
cientifico, ou contatar o orientador deste estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago.kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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5. DISCUSSAO

Este volume de Tese de Doutorado apresenta somente as conclusdes do trabalho, sem sua
discussdo. Para maiores detalhes, consultar a publicagdo em artigo cientifico, ou contatar o
orientador  deste  estudo via e-mail: Prof. Dr. Thiago B. Kirsten,

thiago.kirsten@docente.unip.br ou thik@outlook.com
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No Experimento 1, as solucBes produzidas contendo 50, 35 e 25 % de lactose em diferentes
protocolos de confeccdo sedimentaram, cristalizaram e obstruiram o bucal do bebedouro, de
modo a prejudicar o consumo dos ratos. J& a solugdo contendo 14% de lactose ndo apresentou
alteraces fisico-quimicas ao longo dos dias de avaliacdo. Além disso, a solucdo de 14% de
lactose foi bem consumida pelos ratos, denotando boa palatabilidade, bem como seu consumo
resultou em cibalas fecais com aspecto esbranquicado. Assim, a solucéo de 14% de lactose e
seu protocolo de confeccdo foram selecionados para o Experimento 2.

No Experimento 2 foram administradas duas dietas ricas em lactose por 14 dias
seguidos por via oral ad libitum: solucdo contendo 14% de lactose e formula comercial de
leite em pO para o uso infantil de segmento para lactantes. O monitoramento dos sinais
clinicos revelou que ambas as dietas foram bem aceitas e consumidas pelas ratas, com
predilecdo pela solucdo de lactose. Ainda assim, 0S pesos corporais das ratas ndo foram
modificados pelas dietas. Ambas as dietas prejudicaram a consisténcia das cibalas fecais, com
efeito mais rapido (a partir do quarto dia) e mais forte (pico no décimo segundo dia) pela
solucéo de lactose.

O estudo comportamental no Gltimo dia de exposicdo das dietas ricas em lactose ndo
revelou efeitos na atividade motora, porém, revelou que a férmula comercial induziu
comportamento tipo-ansioso nas ratas, isto é, efeito ansiogénico.

Como aspectos da reprodutivos femininos eram objetos de estudo deste trabalho, os
Uteros e ovarios das ratas expostas a dietas ricas em lactose foram estudados quanto a
aspectos histopatoldgicos e morfométricos no dia seguinte ao término do protocolo das dietas.
A dieta com férmula comercial induziu infiltracdo leucocitaria mista com predominio de
linfoplasmocitico, hipertrofia epitelial e debris celulares. O miométrio dessas ratas apresentou
espessura aumentada.

No intuito de descobrir mecanismos patofisiolégicos e neurobiologicos que
explicassem os achados clinicos, comportamentais e reprodutivos das ratas expostas a dietas
ricas em lactose, foram realizados estudos morfolégicos e moleculares em tecidos
reprodutivos, entéricos e centrais.

As avaliacdes histopatologicas e morfométricas dos tecidos entéricos revelaram que
ambas as dietas induziram infiltracdo leucocitaria, fusdo de vilosidades e distensdo de vasos
linfaticos. Também foi observado que a profundidade das criptas das ratas expostas a formula

comercial rica em lactose foi reduzida. O nimero de enterocitos foi reduzido e o nimero de
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linfocitos foi elevado. Os ensaios moleculares intestinais revelaram que ambas as dietas ricas
em lactose diminuiram drasticamente a expresséo génica da enzima triptofano hidroxilase 1.

O eixo HHG demonstrou-se modulado como um todo em detrimento da exposicdo as
dietas ricas em lactose, com efeito mais marcante para a formula comercial: aumento nas
expressdes de GnRh, do receptor da progesterona, de Kkisspeptina, do receptor do LH, do
receptor do FSH e do Pibfl. A solucdo de lactose aumentou a expressdo do receptor da
progesterona.

Concluindo, ambos os modelos experimentais desenvolvidos neste trabalho com a
exposicdo a dietas ricas em lactose revelaram-se eficientes como modelos de intolerancia a
lactose. Tanto a solucdo de 14% de lactose como a formula comercial foram bem consumidas
pelas ratas e fizeram com que suas cibalas fecais ficassem amolecidas. A hipdtese que a
intolerdncia a lactose esta associada a maior prevaléncia de distarbios psiquiatricos foi
corroborada pelos achados de inducgéo de ansiedade e explicada pela diminuigdo da expresséo
génica da enzima triptofano hidroxilase no intestino com consequente prejuizo em vilosidades
e criptas intestinais. A hipoOtese que a intolerdncia a lactose esta associada a prejuizos
reprodutivos foi corroborada por achados morfologicos uterinos marcantes. Por fim, o eixo
HHG demonstrou-se chave na interface da intolerancia a lactose com aspectos reprodutivos,
com modulacdo de genes de proteinas, horménios e de seus receptores. O modelo
experimental da formula comercial apresentou resultados mais marcantes.

O presente trabalho abre novas perspectivas no diagndstico e no tratamento de
pacientes com intolerancia a lactose, inclusive no que diz respeito a comorbidades

psiquiatricas e reprodutivas.
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ANEXOS
Anexo 1 — Certificado CEUA/UNIP

" . )
¥/ / _/ / - ) Comissdo de Etica no o
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Intolerancia a lactose, prejuizos na fertilidade feminina e seus mecanismos”, protocolada
sob o CEUA n? 8426191121 (o ooo7e1), S0b a responsabilidade de Thiage Berti Kirsten e equipe; Nathalia de Andrade Gaivao;
Rodrigo Augusto Silva; Tifany Vieira Rocha; Vanessa de Souza Ancim da Silva; Marcella Cristina Galvao - que envolve a producao,
manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), & foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (CEUA/UNIP) na reunido de 14/02/2022.

We certify that the proposal "Lactose intolerance, impairments to female fertility and its mechanisms®, utilizing 44 Heterogenics
rats (males and females), protocol number CEUA 8426191121 o coorsy), under the responsibility of Thiago Berti Kirsten and
team; Nathalia de Andrade Galvao; Rodrigo Augusto Silva; Tifany Vieira Rocha; Vanessa de Souza Ancim da Silva; Marcella Cristina
Galvdo - which involves the preduction, maintenance and/or use of animals beloenging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Paulista University (CEUAfUNIP) in the meeting of
02/1442022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2022 a 12/2024 Area: Patologia Ambiental E Experimental
Origem: Biotério de Experimentacao

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 60 a 120 dias MN: 44
Linhagem: Wistar Peso: 180a 35049

Local do experimento: Esses ratos serdo alojados no Biotério de Experimentacdo da Universidade Paulista (Sao Paulo, SP).

Sao Paulp, 17 de fevereiro de 2022
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Profa. Dra. Maria Martha Bernardi Prof. Dr. José Guilherme Xavier
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Paulista Universidade Paulista

Rua Dautor Bacelar, 1212 - Vila Oementing - 530 PaukoysP - CEP 04026-002 - tel: 55 (11) 5586-4090
Hordrip de atendimento: 2% 3 69 das 8 s 18h : e-mail: ceva@unip.br
CEUA N 8426191121




