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RESUMO

GALVAO, M. C. Estudo de modelos experimentais de intolerancia a lactose em ratos: relacio
com disturbios psiquiatricos. Tese (Doutorado em Patologia Ambiental ¢ Experimental) -
Universidade Paulista, Sdo Paulo, 2022. 63 f. Orientagdo: Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten

A intolerancia a lactose afeta muitas pessoas, com sintomas como diarreia e dor
abdominal. Os mecanismos ainda ndo foram elucidados e existem poucos modelos
experimentais para seu estudo. Alguns estudos apontam para um efeito sexualmente
dimoérfico, além de maior predisposicao a disturbios psiquidtricos. Os objetivos deste trabalho
foram de estudar e propor modelos experimentais de intolerancia a lactose em ratos e ratas
adultos, avaliando a manifestacdo de comportamentos relacionados a distlrbios psiquiatricos
e a incidéncia em cada sexo. Além disso, buscou-se entender processos neurobiologicos
envolvidos. Ratos e ratas Wistar adultos foram expostos por 14 dias consecutivos a dois tipos
de dietas ricas em lactose: solugdo contendo 14% de lactose e formula comercial de leite rico
em lactose. Foram monitorados os sinais clinicos: peso corporal, consumo das dietas e
consisténcia das cibalas fecais. Foram avaliados comportamentos relacionados a distarbios
psiquiatricos: teste da caixa claro-escuro (ansiedade), de preferéncia social e do nado forgado
(depressao), bem como dosados os niveis de dopamina encefalicos. Os resultados revelaram
que ambas as dietas foram bem aceitas e consumidas por ratos machos e fémeas e
prejudicaram a consisténcia das cibalas fecais, com auge de efeito no 12° dia de exposigdo,
em comparacao aos dados dos grupos controles. A partir dai, os resultados foram sexualmente
dimorficos. Os machos apresentaram comportamento ansiolitico apds a dieta de lactose. A
socializacdo dos machos foi prejudicada por ambas as dietas, principalmente apos a formula
comercial. O efeito ansiolitico e a reducdo na socializa¢do nos ratos foram creditados ao papel
modulador das dietas ricas em lactose no sistema dopaminérgico. Ja nas fémeas, a dieta rica
em lactose reduziu os niveis de dopamina cortical, que resultou em efeito ansiogénico.
Concluindo, os presentes achados revelaram que ambas as dietas ricas em lactose (lactose
14% e formula comercial) induziram sinais clinicos de intolerancia a lactose em ratos machos
e fémeas, acompanhados de prejuizos comportamentais associados a distirbios psiquiatricos
que foram explicados pela modulagdo dopaminérgica. Propde-se assim, dois modelos

experimentais de intolerancia a lactose.

Palavras-chave: Leite; Nao persisténcia de lactase; Diarreia; Dimorfismo sexual;

Monoaminas.



ABSTRACT

GALVAO, M. C. Study of experimental models of lactose intolerance in rats: relationship with
psychiatric disorders. PhD PhD Thesis (Environmental and Experimental Pathology) - Paulista
University, Sdo Paulo, 2022. 63 p. Advisor: Prof. Dr. Thiago Berti Kirsten

Lactose intolerance presents high incidence, with symptoms such as diarrhea and
abdominal pain. The mechanisms have not yet been elucidated and there are few experimental
models for their study. Some studies point to a sexually dimorphic effect, in addition to a
greater predisposition to psychiatric disorders. The objectives of this study was to propose
experimental models of lactose intolerance in adult male and female rats, evaluating the
manifestation of behaviors related to psychiatric disorders and the incidence in each sex.
Moreover, it was objective to elucidate the neurobiological processes involved. Adult Wistar
male and female rats were exposed for 14 consecutive days to two types of diets rich in
lactose: a solution containing 14% lactose and a commercial formula of milk rich in lactose.
Clinical signs were monitored: body weight, consumption of diets and stool consistency.
Behaviors related to psychiatric disorders were evaluated: light-dark box (anxiety), social
preference and forced swimming (depression) tests, as well as evaluating brain dopamine
levels. The results revealed that both diets were well accepted and consumed by male and
female rats and impaired the stool consistency, with a peak effect on the 12th day of exposure,
compared with data of control groups. From there, the results were sexually dimorphic. Males
presented anxiolytic behavior after the lactose diet. The socialization of males was impaired
by both diets, especially after the commercial formula. The anxiolytic effect and reduction in
socialization in rats were credited to the modulating role of lactose-rich diets on the
dopaminergic system. In females, the lactose-rich diet reduced cortical dopamine levels,
which resulted in an anxiogenic effect. In conclusion, the present findings revealed that both
lactose-rich diets (14% lactose and commercial formula) induced clinical signs of lactose
intolerance in male and female rats, accompanied by behavioral impairments associated with
psychiatric disorders that were explained by dopaminergic modulation. Thus, two

experimental models of lactose intolerance were proposed.

Keywords: Milk; Lactase non-persistence; Diarrhea; Sexual dimorphism; Monoamines.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Esta se¢do aborda assuntos disponiveis na literatura especializada relacionados ao
consumo de leite e intolerdncia a lactose, a modelos de intolerancia a lactose em animais de
laboratorio e a microbiota intestinal na intolerancia a lactose. Assim, os assuntos que foram

estudados experimentalmente neste trabalho sdo introduzidos e justificados nesta secao.

1.1 Consumo de leite e intoleriancia a lactose

O primeiro alimento que um mamifero recebe € o leite materno, substancia produzida
nas glandulas mamarias das fémeas. A composicao do leite materno varia dentre as espécies,
mas, de forma sucinta, ¢ um fluido viscoso, de cor esbranquicada, composto por
macronutrientes como carboidratos (como a lactose), proteinas, lipidios, vitaminas (por
exemplo, A, D, B9 e B12), e minerais (como calcio, potéassio, sédio, magnésio e selénio),
além de compostos bioativos e elementos interativos, como fatores de crescimento,
horménios, citocinas, quimiocinas, entre outros fatores de regulacio (MOSCA; GIANNI,
2017; FOROUTAN et al., 2019). Alimento balanceado para o recém-nascido, o leite materno
tem também como fungdo proteger seu trato intestinal, fornecer células para producdo de
anticorpos e desenvolver o metabolismo, incluindo a regulagao da producdo de glicose e
insulina  (PALMEIRA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2016; WITKOWSKA-ZIMNY;
KAMINSKA-EL-HASSAN, 2017). Portanto, o consumo do leite ¢ um importante aliado para
o fornecimento de nutrientes e para a manutencao da satde.

A Tabela 1 demonstra a concentragao de lactose no leite materno de diversas espécies.
Destaca-se que o 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 organismo do recém-nascido produz a lactase
(beta-galactosidase) no trato digestivo, enzima capaz de atuar no processo de degradagdo da
lactose por hidrolise, a fim de quebrar as moléculas em D-glicose e D-galactose para absor¢ao
dos nutrientes (KRUTTLI et al., 2014; MOSCA; GIANNI, 2017). Recém-nascidos humanos
tém lactase suficiente para digerir cerca de um litro de leite materno por dia (d) (HEINE et al.,

2017). Apds o periodo de amamentagdo, deve ocorrer naturalmente o declinio da produgdo
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enzimatica de lactase pelo intestino delgado, pois em condi¢des naturais, os mamiferos
crescidos ndo ingerem mais leite. Esse declinio dos niveis de lactase apds o desmame ¢é
chamado de ndo 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).

Tabela 1 — Concentracgao de lactose. Concentragdo de lactose no leite de algumas espécies

Espécie Lactose (%) no leite materno
Asna 7,4
Chimpanzé 7,0
Humano 6,9-7,2
Egua 6,2
Porca 5,5
Ovelha 4.8
Gata doméstica 4.8
Alia indiana 4.7
Vaca 4,6-4,8
Cabra 4,1

Cadela doméstica 3,1
Camundongo 3,0
Coelha doméstica 2,1
Rata 1,1-2,6
Ursa preta 0,4

Fonte: adaptado (FOX; MCSWEENEY, 1998; PASTUSZKA; BARLOWSKA;
LITWINCZUK, 2016; ALVES DA CUNHA et al., 2020)

O inicio do consumo humano do leite de outras espécies ocorreu ha muito tempo.
Coincide com o periodo da revolucdo agricola, onde os homo sapiens iniciaram um
movimento no sentido de deixarem de serem cacadores-coletores com héabitos nomades 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
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organicos preservados em cerdmica arqueoldgica associado a criacdo de gado, isto é,
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 domesticagdo e criacao de gado, além do consumo de
carne e pele, o 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 arido, 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 mutagdes no material genético de algumas
populacdes, no sentido de manter a producdo da enzima lactase mesmo apds a infincia
(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 ¢ atribuida a heranca de uma mutacio
autossomica dominante que impede o declinio maturacional na expressdo da lactase
(SIBLEY, 2004). Pelo menos cinco populagdes humanas em todo o mundo ja desenvolveram
mutacoes independentes que regulam a expressao do gene da lactase-clorizina-hidrolase.
Essas mutagdes resultam em um fendtipo de persisténcia da lactase dominante e tolerancia
continua a lactose na idade adulta (KRUTTLI et al., 2014). Existem algumas hipdteses de
como ocorreu a mutacdo do gene de persisténcia a lactase. A hipdtese historico-cultural
postula que o alelo de persisténcia a lactase surgiu a partir da sele¢do em culturas com uma
longa histéria de alimentagdo com laticinios. J4 a hipdtese de causa inversa sustenta que o
alelo de persisténcia a lactase pode ja ter sido comum em certas populagdes devido a deriva
genética e somente essas populagdes teriam adotado a pratica cultural de criacdo de leite
(NEIL SAITOU, 1986).

Por outro lado, o declinio maturacional na atividade da lactase torna o individuo
intolerante ao consumo de leite e seus derivados. Em condi¢des de deficiéncia primaria ou
secundaria de lactase, os agucares de lactose no leite passam pelo trato gastrointestinal ndo
digeridos ou sdo parcialmente digeridos por enzimas produzidas pela microbiota intestinal,
produzindo 4cidos graxos de cadeia curta, hidrogénio, dioxido de carbono e metano. As
moléculas de lactose ndo digeridas e os produtos da digestdo bacteriana podem resultar em
sintomas de intolerancia a lactose, como diarreia, inchago abdominal, flatuléncia ¢ dor
abdominal (SIBLEY, 2004; DENG et al., 2015). A intolerancia a lactose depende nao apenas
da expressdo da lactase, mas também da dose de lactose, da microbiota intestinal, da

motilidade gastrointestinal, do supercrescimento bacteriano do intestino delgado e da
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sensibilidade do trato gastrointestinal a geracdo de gas e outros produtos fermentativos da
digestao da lactose (DENG et al., 2015).

Individuos que sofrem da intolerancia a lactose tendem a evitar uma dieta rica em
lactose, mas esses alimentos sao importantes para uma dieta sauddvel. Dietas pobres em leite
e seus derivados sdo fatores de risco para baixa densidade 6ssea e desenvolver osteoporose
(SAVAIANO, 2011). O tratamento da intolerancia a lactose pode incluir além da dieta
reduzida em lactose a reposi¢ao enzimatica (PERINO et al., 2009; DENG et al., 2015).

Estima-se que 70% da populacdo mundial sofra da ndo persisténcia de lactase, que ¢ a
causa fisiologica primaria da intolerancia a lactose (HEINE et al., 2017). A intolerancia a
lactose pode ocorrer ainda de forma congénita, situacdo extremamente rara, ou,
secundariamente, a partir de processos inflamatorios no intestino, como pacientes com doenga
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). Alids, a
intolerancia a lactose geralmente ndo se manifesta clinicamente antes dos cinco anos de idade,
com excec¢do quando dessas parasitoses (HEINE et al., 2017).

Os idosos e as mulheres sdo descritos classicamente como os mais acometidos pela
intolerancia a lactose (BARR, 2013; BAADKAR; MUKHERIJEE; LELE, 2014). 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 sdo
necessarios mais estudos para desvendar os mecanismos (DI STEFANO et al., 2001). A
explicacdo para a maior predisposicao do sexo feminino quanto a intolerancia a lactose ainda
ndo foi descrita, embora tenha-se demonstrado menor concentragao de certas imunoglobulinas
(IgG4) bem como possivel correlagio com outros hormdnios e mediadores imunes
(CARBALLO et al., 2016). Porém, considera-se que a intolerancia a lactose parece nao ter
correlagdo direta com sistema imune, visto que ndo ¢ uma resposta de imunoglobulina E
(IgE), mas de uma deficiéncia da sintese da enzima lactase para que ocorra o processo de
degradacdo da lactose (PERINO et al., 2009).

Interessantemente, existem relatos de maior predisposicdo a disturbios psiquiatricos
em mulheres com intolerancia a lactose, incluindo a ansiedade e a depressao. Em um estudo
experimental com mulheres voluntarias saudaveis que receberam dose oral de 50 g de lactose,
seis das 24 voluntarias foram classificadas como intolerantes a lactose apos o tratamento.
Nessas voluntarias houve aumento significativo nos valores de questionarios validados para
avaliar depressao, revelando correlacao entre a ma absor¢ao de lactose e quadros de depressao

(LEDOCHOWSKI; SPERNER-UNTERWEGER; FUCHS, 1998). A explicagdo para essa
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relacdo estaria no fato de a ingesta de lactose em individuos que ndo possuem persisténcia de
lactase levaria a um processo inflamatorio que acarretaria no comprometimento da
disponibilidade de L-triptofano, afetando a atividade do sistema serotoninérgico (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), o qual sabidamente estd intimamente ligado com a depressao
(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 6rgaos periféricos presentes no
epitélio gastrointestinal (BONOMAULLY et al., 2014). A concentracdo de serotonina
periférica ¢ regulada pela enzima triptofano hidroxilase (THP) que possui duas isoformas
(WALTHER; BADER, 2003). A TPH1 ¢ a enzima limitante da taxa de biossintese de
serotonina, expressa predominantemente em Orgaos periféricos, especialmente células
enterocromafins no intestino, glandula pineal e baco. A TPH2 ¢é expressa principalmente no
nervo entérico e neurdnios centrais (LI, Z. et al.,, 2011). Sabe-se que a concentragdo
disponivel de serotonina ¢ 5% fornecida pelo encéfalo e 95% produzida nos orgdos
periféricos (SNARSKA et al.,, 2021). A deficiéncia de serotonina, a falta de seus
transportadores, receptores ou enzimas da via serotoninérgica estdo associadas a muitas
doengas incluindo doengas psicossomaticas como a depressdo e ansiedade (SERRETTI;
DRAGO; DE RONCHI, 2007). Além disso, outros estudos demonstram que neurdnios
dopaminérgicos entéricos recebem inervacdo serotoninérgica. Os neurénios dopaminérgicos
dependem da inervacdo para seu desenvolvimento e sobrevivéncia (LI, Z. et al., 2011).
Muitos disturbios psiquidtricos também estdo associados com disfungdo do sistema

dopaminérgico (POST; SULZER, 2021).

1.2 Modelos de intoleriancia a lactose em animais de laboratorio

Considerando a alta incidéncia da intolerancia a lactose e seus efeitos cronicos que o
paciente sofre, a ciéncia langa mao de modelos experimentais para buscar o entendimento dos
mecanismos de agdo envolvidos e terapias eficazes. Porém, infelizmente, at¢é o0 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.
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Um exemplo ¢ o tratamento de camundongos Balb/c com dose alta de lactose: 25 g/60
kg de peso corporal. Para detectar a intolerancia a lactose, foi avaliado o indice de diarreia,
incluindo a frequéncia de fezes e peso total de fezes seis horas apos o desafio e a motilidade
intestinal (LI, J. et al., 2012). Nesse estudo, os camundongos também foram tratados
oralmente com Lactococcuslactis MG1363/FGZW, uma cepa recombinante de que expressa
beta-galactosidase (lactase) de qualidade alimentar. O tratamento com a cepa induziu melhora
na microbiota e na motilidade intestinal dos camundongos desafiados com lactose, aliviando
os sintomas de intolerincia a lactose. Os autores concluiram este ser um modelo murino de
intolerancia a lactose (LI, J. et al., 2012).

Alids, camundongos Balb/c tem altas atividades de lactase intestinal antes do
desmame, mas essa atividade vai baixando significativamente apds o desmame; fendmeno
similar ao que ocorre com os humanos adultos (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 e também receberam a shen-ling-bai-zhu-san, um composto de ervas utilizado
desde a antiguidade pela medicina tradicional chinesa (JI et al., 2019). Varios parametros
foram avaliados, desde atividade geral, agrupamento dos individuos, peso corporal, consumo
de racdo e de agua, descricdo das fezes, funcdo de absor¢ao intestinal (ensaio de captagdo de
d-xilose), andlise por microscopia eletronica de transmissdo de ultraestruturas dos segmentos
intestinais, incluindo jejuno, ileo, célon proximal e distal, além de imuno-histoquimica e
western blotting para proteinas de transporte de sodio. 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 tragca 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 agdo 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
inducao 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).
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Basicamente, esses sdo os estudos focando modelos de intolerdncia a lactose em
roedores. Como se pode ver, ainda existem muitos estudos a serem realizados para estabelecer
modelos experimentais confiaveis e para entender os mecanismos associados €

desdobramentos da intolerancia a lactose.

1.3 Microbiota intestinal na intolerancia a lactose

O estudo do microbioma intestinal tem revelado relagdo entre a satide gastrointestinal
com aspectos mentais e distirbios psiquiatricos (PEIRCE; ALVINA, 2019). Os mecanismos
de acdo e de correlacdo do eixo intestino—cérebro ainda ndo foram plenamente esclarecidos.
Esse eixo ¢ uma rede densa que une uma série de vias fisiologicas fundamentais, como o
sistema nervoso central, os sistemas neuroenddcrino e imunoldgico, bem como componentes
simpaticos e parassimpaticos do sistema autdnomo e o sistema nervoso entérico. O eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal também desempenha um papel central ao lado do eixo intestino—
cérebro em muitos distirbios relacionados ao estresse (SIMIONESCU et al., 2020). Assim, o
microbioma intestinal ¢ capaz de modular diversas respostas no organismo do individuo,
como alterar parametros imunologicos, desencadear doengas cronicas, infertilidade, doencas
psiquicas e alteragdes comportamentais (SIMIONESCU et al., 2020).

As bactérias intestinais se comunicam com o sistema nervoso central por meio de
canais de sinalizagdo neurais, enddcrinos e imunologicos. Mudangas na diversidade e
abundancia relativa da microbiota e metabolitos microbianos estdo associados a uma ampla
gama de disturbios neuroldgicos. Estudos recentes correlacionam a microbiota intestinal com
desenvolvimento de distirbios como autismo, ansiedade, obesidade, esquizofrenia, doenga de
Parkinson e doenga de Alzheimer. Modelos animais tém sido essenciais para vincular a
regulacdo de processos neurais fundamentais no microbioma (CENIT; SANZ; CODONER-
FRANCH, 2017; CRYAN et al., 2019). Sabe-se que processos neurais centrais fundamentais,
incluindo desenvolvimento, mielinizagao, neurogénese e ativagao da microglia, demonstraram
ser dependentes da composi¢do da microbiota (BRANISTE et al., 2014; ERNY et al., 2015;
CHU et al., 2019).

Embora as bactérias sejam os microrganismos intestinais mais abundantes e mais bem
estudados, a multiplicidade de leveduras, eucariotos unicelulares, helmintos parasitas e virus

também estdo sendo considerados. Contudo, o papel que esses outros microrganismos
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desempenham na microbiota—intestino com interagdes encefalicas ¢ atualmente pouco
conhecida (MARGOLIS; CRYAN; MAYER, 2021).

Certas bactérias sdo especificamente capazes de modular diferentes
neurotransmissores essenciais € neuromoduladores especificos. Alguns neurotransmissores
como o acido gama-aminobutirico (GABA), serotonina, catecolaminas e acetilcolina sdo
produzidos por bactérias, algumas das quais sdo habitantes do intestino humano. Estudos
demonstram que os Lactobacillus spp. € Bifidobacterium spp. produzem GABA e acetilcolina
(BARRETT et al.,, 2012; DINAN; STANTON; CRYAN, 2013). Os neurotransmissores
secretados por bactérias no lumen intestinal podem induzir as células epiteliais a liberar
moléculas que, por sua vez, tém a capacidade de modular a sinalizacdo neural dentro do
sistema nervoso entérico e, posteriormente, controlar a funcao e o comportamento do encéfalo
(BERCIK et al., 2011). Estudos sobre probioticos, incluindo cepas de Bifidobacterium e
Lactobacillus, demonstraram amenizar sintomas em adultos e criancas com doenga
inflamatoria intestinal (HORVATH; DZIECHCIARZ; SZAJEWSKA, 2011; SU et al., 2020).
O género Bifidobacterium ¢ composto por 80 subespécies, que abrangem o trato
gastrointestinal de humanos, mamiferos nao humanos, aves e insetos, aguas residuais e a
cavidade oral. Bifidobactérias conduzem fungdes importantes em termos de preparagdo do
sistema imunoldégico, melhorando a camada de muco e modulando o estabelecimento de uma
homeostase correta da microbiota. Além disso, possuem atividades benéficas, incluindo
caracteristicas antibacterianas contra patégenos como Helicobacter pylori (CHENOLL et al.,
2011), diminuicdo de apoptose na mucosa intestinal de bebés prematuros afetados por
enterocolite necrosante (KHAILOVA et al., 2010), modulagdo do hospedeiro e sistema
imunoldgico (FU et al.,, 2010) e alivio das atividades inflamatorias associadas a certas
disfungdes intestinais cronicas (GUGLIELMETTI et al., 2011).

Virias espécies e cepas de Lactobacilli foram relacionadas como o probidticos mais
proeminente do grupo de bactérias do acido latico (AZAD et al., 2018). Lactobacillus
comensais podem restaurar a homeostase em distirbios intestinais e, assim, desempenhar um
papel protetor contra doencas inflamatorias (AZAD et al., 2018). Além disso, com base na
modulagdo de linfocitos T reguladores e resposta imune com viés Thl7 em citocinas
reguladoras, a cepa probidtica de Lactobacillus spp. demonstra efeitos benéficos na prevencao
do cancer e inflamagao intestinal (LENOIR et al., 2016).

Sabe-se que alguns tipos de bactérias sdo capazes de metabolizar a lactase com
eficacia, melhorando a digestdo e a tolerancia a lactose. A modulagdo da microbiota intestinal

tem sido relatada como um importante aliado aos intolerantes a lactose. Um estudo realizado
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com modula¢do da microbiota intestinal, utilizando probidtico galacto-oligossacarideo (com
95% de pureza) demonstrou resultados significativos na reducdo 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 foi avaliada a
escala de Likert. O estudo revelou que os individuos melhoraram o quadro de intolerancia a
lactose, demonstrando assim a importancia da modulagdo da microbiota intestinal nesses

casos de intolerantes a lactose (AZCARATE-PERIL et al., 2017).

Por tudo citado até aqui, como a alta incidéncia da intolerdncia a lactose e as
limitagdes dos conhecimentos relacionados aos seus mecanismos de acao e aos modelos
experimentais, os objetivos deste projeto foram de estudar e propor modelos experimentais de
intolerancia a lactose em ratos e ratas adultos, avaliando a manifestacdo de comportamentos
relacionados a disturbios psiquiatricos e a incidéncia em cada sexo. Além disso, buscou-se

entender os processos neurobiologicos envolvidos.
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2. OBJETIVOS

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

2.1 Objetivo geral

Estudar e propor modelos experimentais de intolerancia a lactose em ratos e ratas
adultos, avaliando a manifestacdo de comportamentos relacionados a disturbios psiquiatricos
e a incidéncia em cada sexo. Além disso, foi objetivo entender os processos neurobiologicos

envolvidos.

2.2 Objetivos especificos

e Induzir intolerdncia a lactose em ratos e ratas adultos com o fornecimento de
diferentes dietas ricas em lactose (solucdo de 14% de lactose e formula comercial);

e Avaliar em ratos e ratas adultos a manifestacdo de sinais relacionados a intolerancia a
lactose (escore das cibalas fecais e monitoramento de sinais clinicos);

e Avaliar em ratos e ratas adultos se o modelo resulta em prejuizos comportamentais
relacionados a ansiedade (teste da caixa claro-escuro);

e Avaliar em ratos e ratas adultos se o modelo resulta em prejuizos comportamentais
relacionados a socializacao (teste de preferéncia social);

e Avaliar em ratos e ratas adultos se o modelo resulta em prejuizos comportamentais
relacionados a depressao (teste do nado forgado);

e Avaliar em ratos ¢ ratas adultos se o modelo esta relacionado a modulagdes nos niveis
de dopamina encefalico;

e Avaliar em ratos e ratas adultos eventual dimorfismo sexual em todos os parametros
fisiologicos, comportamentais e centrais estudados;

e Propor modelo experimental de intolerancia a lactose em ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, sao apresentados os procedimentos éticos e legais, informacgoes relativas
aos animais utilizados no estudo, sobre as solugdes, dietas, grupos e delineamento
experimental e detalhes sobre as avaliagdes relativas ao monitoramento de sinais clinicos,
teste da caixa claro-escuro, teste de preferéncia social, teste do nado forcado, dosagem de
dopamina encefalica e as andlises estatisticas realizadas. Por fim, sdo apresentados os

proximos passos previstos para esta pesquisa.

3.1 Declaracao de ética

Este projeto foi submetido para a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UNIP) e s6 foi iniciado experimentalmente apds sua aprovacao, sob numero 3308170621. Os
procedimentos estdo de acordo com as normas e procedimentos éticos relativos ao uso de
animais de laboratério. 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 esforgos

possiveis foram realizados para minimizar o sofrimento dos animais.

3.2 Animais

Foram utilizados 48 Rattus norvegicus Wistar; desses 24 machos e 24 fémeas, todos
adultos, com aproximadamente 90 dias de vida, fornecidos pelo biotério credenciado de
produgdo de ratos da Universidade de Sdo Paulo (Sao Paulo, Brasil). Esses ratos foram
alojados no Biotério de Experimentagdo da Universidade Paulista (Sdo Paulo, Brasil). 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 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 tiveram livre acesso a ragao
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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 condigdes em nosso

biotério para aclimatacao antes do inicio dos procedimentos experimentais.

3.3 Solucoes, dietas, grupos e delineamento experimental

Para induzir caracteristicas de intolerancia a lactose em ratos e ratas adultos foram
fornecidos dois diferentes tipos de dietas ricas em lactose. Assim, pode-se investigar qual
alcangaria mais sucesso em mimetizar a intolerancia a lactose e eventualmente propor um
modelo experimental.

A primeira dieta utilizou uma solu¢cdo de 14% de lactose. Como demonstrado na
Tabela 1, a concentragdo de 14% de lactose € considerada alta para qualquer leite encontrado
entre os mamiferos, especialmente para ratos, que tem 1,1-2,6% de lactose no leite. Também
¢ importante destacar que ratos adultos sdo naturalmente deficientes de lactase, e, mesmo
concentracdes baixas de lactose devem gerar problemas de digestio (ALEXANDRE et al.,
2013).

Essa solucdo foi confeccionada a partir do sal puro de lactose (lactose monoidratada,
U.S.P. 40, Nro. CAS 10039-26-6, Labsynth Ltda, Diadema, Brasil) diluida em agua filtrada
fornecida para criagdo dos roedores. Para sua confecgdo, a solugdo foi aquecida em banho-
maria a 93,5°C por 30 minutos, baseados em conceitos prévios encontrados na literatura a
respeito das caracteristicas fisico-quimicas do leite (FOX; MCSWEENEY, 1998), bem como
em ensaios prévios realizados em nossos laboratérios (ROCHA; SILVA; KIRSTEN, 2022).

A segunda dieta utilizou uma solucao de féormula comercial de leite em po para uso
infantil de segmento para lactantes rico em lactose: Aptamil 2 Premium (Danone, Buenos
Aires, Argentina). Informag¢des nutricionais fornecidas na bula do produto detalham uma
concentracdo de 53% de lactose na formula. A solucdo foi confeccionada seguindo as
instrucdes fornecidas pelo fabricante, com 210 mL de agua filtrada 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 solu¢des eram disponibilizadas diariamente
por 14 dias consecutivos para ratos e ratas baseados no estudo de Ji e colaboradores (2019),

explicado anteriormente. As solugdes eram diariamente confeccionadas e repostas. A solugdo
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de lactose permanecia por 24 horas a disposi¢do dos roedores, uma vez que nossos estudos
prévios atestaram sua preservacgdo por até sete dias (ROCHA; SILVA; KIRSTEN, 2022). No
caso da formula comercial, a solu¢do era fornecida para os ratos e ratas somente em um
intervalo de 6 horas por dia, de modo a minimizar a possibilidade de deterioragao.
Assim, os ratos e ratas foram divididos em um total de seis grupos (n=8 ratos por
grupo):
1) machos controle: ratos mantidos com racao padrao e agua filtrada (descritos no item
anterior);
2) machos lactose: fornecido dieta com solugdo de 14% de lactose para ratos por 14 dias
seguidos;
3) machos formula: fornecido dieta com solu¢do de férmula comercial rica em lactose
para ratos por 14 dias seguidos;
4) fémeas controle: ratas mantidas com rag¢do padrdo e agua filtrada (descritos no item
anterior);
5) fémeas lactose: fornecido dieta com solucdo de 14% de lactose para ratas por 14 dias
seguidos;
6) fémeas formula: fornecido dieta com solug¢do de férmula comercial rica em lactose

para ratas por 14 dias seguidos;

Todos os grupos experimentais com dietas ricas em lactose (lactose e formula para
machos e fémeas) tiveram ao longo dos 14 dias livre acesso também a ragdo padrdo e dgua
filtrada, conforme fornecido ao grupo controle.

Ao longo dos 14 dias de fornecimento das dietas ricas em lactose (e respectivos
controles), todos os seis grupos de ratos foram monitorados quanto a sinais clinicos. O
monitoramento ocorreu a cada 48h a partir do primeiro dia de dieta, até o ultimo dia de
experimento. No dia seguinte ao término dos protocolos de dieta, isto ¢, no 15°, os ratos
foram avaliados seguidamente para os testes comportamentais: caixa claro-escuro, de
preferéncia social e do nado forgado. Ao término da bateria de testes comportamentais, cada
rato foi submetido a eutanasia para coleta de seus encéfalos e consequente dosagem dos
niveis de dopamina.

Todas as avaliagdes nos ratos, incluindo monitoramento clinico, testes
comportamentais e coleta de tecidos foram realizada sempre no periodo da tarde, entre 14h00

e 17h00, para minimizar variagdes induzidas por altera¢des no ritmo circadiano dos ratos.
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3.4 Monitoramento de sinais clinicos

Todos os ratos dos seis grupos foram avaliados quanto ao monitoramento de sinais
clinicos a cada 48h a partir do primeiro dia de dieta, até o ultimo dia de experimento, isto ¢,
nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14. Os parametros avaliados foram: peso corporal (g), consumo
das dietas (solugdes, mL) e escore de cibalas fecais. A analise 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

(diarreia).

3.5 Teste da caixa claro-escuro

O primeiro teste comportamental avaliado no 15° dia de experimento foi o teste da
caixa claro-escuro que visa o estudo de comportamento tipo-ansiedade, segundo nossos
protocolos experimentais (PARISI et al., 2019). Esse modelo baseia-se na aversdo inata de
roedores a locais claros, gerando um conflito inerente entre o impulso exploratério em um
ambiente novo e a preven¢do do local menos protegido. O aparelho consistiu em uma caixa
de acrilico (80 cm de comprimento, 40cm de largura, 30 cm de altura) contendo dois
compartimentos (separados por uma abertura de 13x8cm): lado escuro com pisos pretos (34
cm de comprimento) e lado claro com paredes e pisos brancos (44cm de comprimento)
iluminado com lampada branca (Led 9W, 6000K, Figura 1A). Cada rato foi colocado
individualmente no centro do lado claro de frente a parede oposta a porta.

Cada rato foi avaliado por 5 minutos (sessdes gravadas por filmadoras digitais
localizadas acima da arena). Os parametros avaliados foram: laténcia (s) para a entrada no
lado escuro, tempo total (s) gasto no lado claro, tempo total (s) gasto no lado escuro, e
frequéncia total de levantar. A sala de testes era isolada do experimentador e com pouca
iluminagdo. O aparato era limpo com solu¢ao alcool/dgua 5% antes de introduzir cada rato na
arena, para eliminar possiveis tracos de odor deixados pelos outros animais que poderiam

interferir no comportamento.
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Figura 1 — Aparatos comportamentais. Aparatos comportamentais utilizados para as avalia¢des
individuais dos ratos machos e fémeas expostos a dietas ricas em lactose (lactose 14% e formula
comercial) ao longo de 14 dias. Avaliacdes comportamentais realizadas no décimo quinto dia. (A)
Teste da caixa claro-escuro, (B) teste de preferéncia social e (C) teste do nado for¢ado

-~

A A il Ak i A

Fonte: dos autores
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3.6 Teste de preferéncia social

Imediatamente apds o teste da caixa claro-escuro, foi realizado o teste de preferéncia
social, segundo nossos protocolos experimentais (CARDOSO et al., 2020). Resumidamente,
foi utilizada uma arena de madeira pintada com tinta acrilica lavavel de 70 cm de
comprimento x 70 cm de largura x 50 cm de altura (Figura 1B). A arena era dividida em trés
compartimentos: um central de 25 cm de largura e dois compartimentos laterais com 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 pode explorar livremente os trés
compartimentos. Na extremidade mais distante da porta, cada compartimento lateral possuia
uma subdivisdao (21 cm de comprimento x 21,5 cm de largura) por meio de uma barreira
aramada de metal. Essa barreia tinha a funcdo de alocar um rato estimulo dentro de uma das
subdivisdes (aleatoriamente), de modo a permitir comunicagdo visual e olfatéria (sem contato
fisico) entre ratos. A outra subdivisao permanecia vazia durante a execugado do teste.

O teste consistiu em introduzir individualmente e gentilmente os sujeitos
experimentais no compartimento central da arena que possuia um rato estimulo de mesmo
sexo do sujeito experimental na subdivisdo de um dos compartimentos laterais. Os rato(a)s
estimulos tinham a mesma idade dos sujeitos experimentais (variacao de até 5 dias de vida) e
eram substituidos ao término de cada teste. Os sujeitos experimentais foram avaliados por
cinco minutos em sala pequena isolada do experimentador, com isolamento acustico e luz
indireta. Todas as sessoes foram filmadas por equipamento alocado acima da arena.

Todos os sujeitos experimentais foram submetidos a uma sessdo de 5 minutos de
aclimatagdo ao aparato de avaliagdo da preferéncia social no dia anterior ao teste, isto €, no
décimo quarto dia de experimento. Assim, o ambiente ndo era mais novidade para os ratos, de
modo a permitir maior foco para a interac¢do social.

Os parametros avaliados no teste foram: a laténcia para a primeira interacdo social
direta (< 1 cm com o rato estimulo), o tempo total (em segundos) gasto com interacdo social
(£ 1 cm com o rato estimulo, considerando somente agdes diretas e ativas para com o rato
estimulo), o tempo de permanéncia no compartimento vazio (sem rato estimulo), o nimero de
entradas (com as quatro patas) no compartimento vazio, o tempo de permanéncia no
compartimento com o rato estimulo e o numero de entradas (com as quatro patas) no

compartimento com o rato estimulo. O aparato era limpo com solugdo alcool/agua 5% antes
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de introduzir cada rato na arena, para eliminar possiveis tragos de odor deixados pelos outros

animais que poderiam interferir no comportamento.

3.7 Teste do nado forcado

Imediatamente apos o teste da preferéncia social, os ratos foram submetidos ao teste
de nado for¢ado, o qual estuda o comportamento tipo-depressivo, segundo protocolos
experimentais executados em nossos laboratorios (MORAES et al., 2017). Resumidamente,
cada rato foi gentilmente introduzido em um cilindro acrilico redondo (46 cm de altura, 20 cm
de diametro) contendo 30 cm de dgua a 23°C+1 e sessdes individuais de 6 minutos foram
filmadas (Figura 1C). Os seguintes parametros foram avaliados: laténcia (em segundos) para
a primeira imobilidade, tempo total (em segundos) de imobilidade ¢ o tempo total (em
segundos) de tentativas de escaladas nas paredes do cilindro. O teste foi realizado em sala
pequena, isolada do experimentador, com isolamento acustico e luz indireta. Todas as sessdes
foram filmadas por equipamento alocado em frente ao cilindro.

A 4gua do aparato era trocada a cada sessdo, para evitar residuos olfativos.
Foi considerado imobilidade, quando houve auséncia de movimento ativo, ou seja, quando o
animal n3o nadou ou escalou, mantendo-se apenas flutuante ou realizando apenas

movimentos minimos para manter a narina fora da agua.

3.8 Dopamina encefalica

Imediatamente ap6s o teste de nado for¢ado, os ratos foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo para a coleta do encéfalo. O método foi escolhido em detrimento da quantificacao
de neurotransmissores e foi aprovado junto a CEUA-UNIP. As areas selecionadas e separadas
para o estudo dopaminérgico encefalico foram o estriado e o cortex frontal pelo fato de serem
areas envolvidas com processos de depressao e ansiedade (MORAES et al., 2017; WANG et
al., 2019; GOKDEMIR et al., 2020). A técnica empregada para a dosagem de dopamina foi
por ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), seguindo as instru¢des do manual do
fabricante. Resumidamente, as estruturas encefalicas foram processadas com solugdo tampao
fosfato-salino (PBS), maceradas, centrifugadas (3.500 RPMs, 15 minutos) e o sobrenadante

diluido 1:10 em PBS. Foi utilizado kit comercial de dopamina (cat. no. MBS774549,
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MyBioSource, San Diego, USA). Os resultados obtidos da leitura em densidade 6tica foram

convertidos e sdo expressos em pg/mL.

3.9 Analises estatisticas

Foram verificadas a homocedasticidade e a normalidade dos dados (testes de Bartlet, F
e Shapiro-Wilk). Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias (fatores: dieta e
sexo), seguida do poés-teste de comparacdes multiplas de Tukey para comparar dados
paramétricos entre os seis grupos. Também foi utilizada a ANOVA de trés vias (fatores: dieta
e sexo e dias de exposi¢do), seguida do pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey para
comparar dados paramétricos entre os seis grupos ao longo dos dias de exposi¢ao das dietas.
Para o escore de cibalas fecais, um pardmetro ndo-paramétrico, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis. 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-padrao e como box & whiskers, mostrando todos os valores.

3.10 Proximos passos

Simultaneamente a coleta de encéfalos, as por¢des proximal e distal do intestino
desses ratos também foram coletadas e processadas para analise microbiana. Os intestinos
serdo avaliados tanto morfologicamente a partir da confeccdo de laminas histoldgicas, como
por técnicas moleculares e epigenéticas. Estd planejada a andlise de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp por meio da técnica de qPCR a fim de avaliar a carga total dos géneros
presentes nas amostras de lavado intestinal. Como explicado na Introducao deste trabalho,
estas bactérias potencialmente devem estar relacionadas a processos modulatorios
imunologicos e neuroldgicos e podem auxiliar no entendimento dos processos relacionados a
intolerancia a lactose. Além disso, esta previsto o estudo da expressdao génica do TPH1 e sua
metilagdo, também justificado anteriormente de potencial relagdo com mecanismos

relacionados a intolerancia a lactose.
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4. RESULTADOS

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados relativos aos estudos: de monitoramento
de sinais clinicos, do teste da caixa claro-escuro, do teste de preferéncia social, do teste do
nado for¢ado e das dosagens de dopamina encefalica.

Os resultados revelaram que ambas as dietas foram bem aceitas e consumidas por
ratos machos e fémeas e prejudicaram a consisténcia das cibalas fecais, com auge de efeito no
12° dia de exposi¢do, em comparacdo aos dados dos grupos controles. A partir dai, os
resultados foram sexualmente dimoérficos. Os machos apresentaram comportamento
ansiolitico apds a dieta de lactose. A socializagdo dos machos foi prejudicada por ambas as
dietas, principalmente apdés a formula comercial. O efeito ansiolitico e a reducdo na
socializa¢dao nos ratos foram creditados ao papel modulador das dietas ricas em lactose no
sistema dopaminérgico. Ja nas fémeas, a dieta rica em lactose reduziu os niveis de dopamina
cortical, que resultou em efeito ansiogénico.

Este volume de Tese de Doutorado apresenta somente o resumo dos principais
resultados obtidos com este estudo. Para maiores detalhes, consultar a publicacdo 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 conclusoes do trabalho, sem
sua discussdo. Para maiores detalhes, consultar a publica¢do 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

Os dois modelos experimentais de intolerancia a lactose propostos e estudados, isto &,
a exposicao a dietas ricas em lactose por meio de solucdo de lactose 14% e formula comercial
resultaram em achados expressivos e diferentes entre os sexos e avaliagdes. Em comum,
ambas as dietas foram bem aceitas e consumidas por ratos machos e fémeas e prejudicaram a
consisténcia das cibalas fecais, com auge de efeito no décimo segundo dia de exposicao.
Porém, a partir dai, os resultados tenderam a efeitos sexualmente dimorficos. Os machos
apresentaram comportamento ansiolitico apds a dieta de lactose. A socializagdo dos machos
foi prejudicada por ambas as dietas, embora com efeito mais expressivo apos a formula
comercial. O efeito ansiolitico e a redugdo na socializagdo nos ratos foram creditados ao papel
modulador das dietas ricas em lactose no sistema dopaminérgico. Ja nas fémeas, a dieta rica
em lactose reduziu os niveis de dopamina cortical, que resultou em efeito ansiogénico.
Concluindo, os presentes achados revelaram que ambas as dietas ricas em lactose (lactose
14% e férmula comercial) induziram sinais clinicos de intolerancia a lactose em ratos machos
e fémeas, acompanhados de prejuizos comportamentais associados a disturbios psiquiatricos
que foram explicados pela modulacdo dopaminérgica. Propde-se assim, dois modelos

experimentais de intolerancia a lactose.
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