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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

O PAPEL DE METABÓLITOS MICROBIANOS NO PROCESSO NEURODEGENERATIVO DA 

DOENÇA DE ALZHEIMER 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Ygor Parladore Silva 

A microbiota intestinal tem gerado grande interesse na pesquisa biomédica devido à sua influência sobre fisiologia 

e patologias humanas. Mais recentemente foi criado o conceito de eixo microbiota-intestino-cérebro como uma 

via de mão dupla de comunicação. Dentre os vários mecanismos de comunicação da microbiota com o cérebro, a 

atividade dos ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs) tem se destacado devido a seus numerosos efeitos na 

fisiologia cerebral e em diversas doenças, como a doença de Alzheimer (DA). A DA é a maior causa de demência 

no mundo e seu impacto tende a aumentar com o envelhecimento da população mundial. Terapias atuais são 

capazes apenas de limitar a progressão da doença e existe uma busca ativa por formas de diagnóstico e prevenção. 

Neste contexto, o objetivo deste estudo é investigar o potencial neuroprotetor dos principais SCFAs produzidos 

pela microbiota intestinal (acetato, propionato e butirato) em modelos experimentais da DA. Culturas 

organotípicas de hipocampo de rato foram expostas a oligômeros do peptídeo β-amiloide (AβOs), um componente 

neurotóxico encontrado em cérebros de pacientes com DA, e tratadas com cada SCFA individualmente ou com a 

combinação dos três SCFAs por 24h. Foram analisadas a expressão da molécula adaptadora ligante de cálcio 

ionizado 1 (IBA-1)  por imunofluorescência e a secreção de citocinas inflamatórias por ELISA. Camundongos 

Swiss foram tratados por duas semanas com uma mistura dos SCFAs na água do bebedouro e então injetados por 

via intracerebroventricular com os AβOs. Vinte e quatro horas depois foram submetidos a testes cognitivos e 

comportamentais para avaliar aprendizado, memória, comportamento ansioso e tipo-depressivo. Camundongos 

Swiss também foram tratados por 2 semanas com antibióticos para depleção da microbiota intestinal, seguido por 

mais duas semanas de suplementação com SCFAs antes de receberam uma injeção de AβOs e passarem pelos 

testes comportamentais. Foi encontrado um aumento de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 no meio de cultivo da cultura 

organotípica após exposição aos AβOs e redução de todas as citocinas após tratamento com propionato e butirato. 

Imagens de imunofluorescência de fatias de cultura organotípica mostraram que o butirato foi capaz de reduzir o 

número de micróglias positivas para IBA-1. Testes cognitivos mostraram déficit de aprendizado e memória em 

animais injetados com os AβOs e recuperação parcial pelo tratamento com SCFAs. Testes comportamentais 

mostraram indução de comportamento do tipo-depressivo, mas não ansioso, pela injeção dos AβOs e recuperação 

parcial com tratamento por SCFAs, além de aparente aumento de apetite em animais tratados com SCFAs. Animais 

depletados de microbiota apresentaram déficit cognitivo, porém tiveram melhor desempenho de aprendizado 

quando injetados com os AβOs e quando tratados com SCFAs. Foi encontrado um aumento no nível acetilação 

das histonas 3 e 4 em amostras do hipocampo de camundongos injetados com butirato intraperitonealmente, com 

pico de acetilação meia hora após a injeção.  Ainda que mais experimentos sejam necessários, nossos dados 

sugerem um efeito neuroprotetor dos SCFAs. 
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ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Ygor Parladore Silva 

The intestinal microbiota has drawn great interest in biomedical research due to its influence on human physiology 

and pathologies. More recently, the concept of the microbiota-gut-brain axis was created as a two-way 

communication pathway. Among the various communication mechanisms between the microbiota and the brain, 

the activity of short-chain fatty acids (SCFA) has stood out due to its numerous effects on brain physiology and 

several diseases, such as Alzheimer's disease (AD). AD is the biggest cause of dementia worldwide and its impact 

tends to increase with the aging of the world population. Current therapies are only able to limit the progression 

of the disease and there is an active search for ways of diagnosis and prevention. In this context, the aim of this 

study is to investigate the neuroprotective potential of the main SCFAs produced by the intestinal microbiota 

(acetate, propionate and butyrate) in experimental models of AD. Organotypic cultures from rat hippocampus were 

exposed to β-amyloid oligomers (AβO) - a neurotoxic peptide found in the brains of AD patients - and treated 

individually or with a combination of the three SCFA for 24h. ionized calcium-binding adapter molecule 1 (IBA-

1) immunofluorescence and inflammatory cytokine secretion were analyzed. Swiss mice were treated for two 

weeks with a mixture of SCFA in the drinking water and then injected intracerebroventricularly with the AβO. 

Twenty-four hours later they underwent cognitive and behavioral tests to assess learning, memory, anxious- and 

depressive-like behavior. Swiss mice were also treated for 2 weeks with antibiotics to deplete the gut microbiota, 

followed by another two weeks with SCFA before receiving an injection of AβO and undergoing behavioral 

testing. An increase in TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10 was found in the medium of the organotypic culture after 

exposure to AβO and a reduction in all cytokines after treatment with propionate and butyrate. 

Immunofluorescence images of organotypic culture slices showed that butyrate was able to reduce the number of 

IBA-1 positive microglia. Cognitive tests showed learning and memory deficits in animals injected with AβO and 

partial recovery by treatment with SCFAs. Behavioral tests showed induction of depressive-like behavior, but not 

anxious, by injection of AβO and partial recovery with SCFA treatment, in addition to an apparent increase in 

appetite in animals treated with SCFA. Microbiota depleted animals showed cognitive impairment but had better 

learning performance when injected with AβO and when treated with SCFAs. An increase in the acetylation level 

of histones 3 and 4 was found in hippocampal samples from mice injected with butyrate intraperitoneally, with 

peak acetylation half an hour after injection. Although more experiments are needed, our data suggest a 

neuroprotective effect of SCFA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Características e Funções da Microbiota Intestinal 

 

A interação de um organismo multicelular com um microrganismo pode ter como 

desfecho a infecção, colonização transiente ou colonização permanente. A infecção é 

caracterizada pelo desenvolvimento de um processo patológico que gera dano ao organismo 

mediante instalação do patógeno, ao passo que a colonização não gera doença. Dessa forma, o 

conjunto de microrganismos que colonizam um hospedeiro sem lhe causar dano constituem sua 

microbiota (1,2). 

Ao longo do desenvolvimento dessa área de pesquisa um grande desafio tem sido a 

padronização dos termos utilizados. As definições de “microbiota”, “metagenoma”, 

“microbioma” e outros ainda são tópico de debate ativo, porém alguns autores já iniciaram 

tentativas de uniformização desses jargões (3,4). Dessa forma, neste documento adotamos 

como definições: (a) microbiota como conjunto de todos os microrganismos presentes em 

determinado ambiente, (b) metagenoma o conjunto de genomas provenientes da microbiota e 

(c) microbioma como o conjunto de todos os elementos de um ecossistema microscópico, 

incluindo procariotos, eucariotos inferiores, vírus e outros elementos genéticos livres e as 

condições ambientais do habitat em que se encontram (3,4). No entanto, ressaltamos que o 

conhecimento atual sobre a microbiota está majoritariamente concentrado na comunidade 

bacteriana, a qual é melhor caracterizada quando comparada à fúngica, protozoária e helmíntica 

(5,6). Dessa forma, o termo microbiota pode ser utilizado para se referir a comunidade 

bacteriana ou a todos os microrganismos. 

Estima-se que o número de bactérias da microbiota, que cobre toda a superfície da pele 

e diversas cavidades mucosas, supera o de células humanas na proporção de 10:1 e que o 

microbioma contribui com pelo menos 300 vezes mais genes do que os humanos (1). Dos sítios 

anatômicos colonizados, o trato gastrointestinal é o mais estudado, pois apresenta maior 

diversidade e abundância de espécies procarióticas, contendo mais de mil espécies já isoladas 

e 70% de toda a biomassa da microbiota humana (1,6). 
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Evidências apontam para a existência de um microbioma central compartilhado pela 

maioria dos humanos, definido como um conjunto de espécies que habitam determinado sítio 

anatômico em 95% dos indivíduos. Devido à grande variabilidade interpessoal da microbiota, 

o número de espécies desse microbioma central é bastante reduzido, porém as espécies desse 

conjunto costumam concentrar a maior abundância, ao passo que o microbioma secundário 

concentra muitas espécies pouco abundantes (1). Nesse sentido, 90% da microbiota intestinal é 

composta pelos filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, e Bacteroidetes, ao passo que 

Fusobacteria e Verrucomicrobia são filos recorrentes, mas presentes em baixa abundância (6). 

No entanto, diversos fatores determinam a formação da microbiota intestinal e sua contínua 

modificação ao longo da vida, como modo de parto e de alimentação infantil, idade, origem 

geográfica, composição da dieta, uso de medicação e exposição a estresse (5,7). Estas variáveis 

possibilitam diversas composições bacterianas entre indivíduos e em um mesmo indivíduo ao 

longo da vida que podem ser moduladas por esses fatores em maior ou menor grau, com impacto 

positivo ou negativo para a saúde (6,7). 

A microbiota intestinal abriga mais de cem trilhões de bactérias que metabolizam 

produtos alimentares não digeridos e sintetizam diversos nutrientes, vitaminas, antígenos 

imunogênicos e moléculas bioativas (6–8). Consequentemente, essa é capaz de influenciar 

diversos processos fisiológicos e patológicos no metabolismo (9), na maturação do sistema 

nervoso central e periférico (10,11), na maturação e modulação do sistema imune (12), e 

proteção direta contra patógenos por competição (13), por exemplo. Portanto, é possível 

estabelecer para cada indivíduo um padrão composicional da microbiota em que esta é capaz 

de promover saúde ao hospedeiro por meio de suas funções fisiológicas, chamado eubiose 

(2,14). 

Por outro lado, o desequilíbrio biótico ou disbiose é um quadro amplamente reconhecido 

por estar associado ao surgimento e progressão de diversas doenças, como doença inflamatória 

do intestino, obesidade e diabetes (9,15,16). No entanto, crescentes evidências indicam que 

alterações na microbiota intestinal também podem estar associadas a processos patológicos 

previamente não reconhecidos, como infecções virais (17,18), doenças cardiovasculares (19), 

doenças autoimunes (20) e doenças neurodegenerativas e comportamentais (21–23).Nesse 

contexto, nos últimos 15 anos temos testemunhado o reconhecimento da microbiota intestinal 

como um dos principais reguladores da atividade cerebral levando à formação do conceito do 

eixo microbiota-intestino-cérebro, o qual tem recebido cada vez mais destaque no campo de 

investigação das bases biológicas e fisiológicas do desenvolvimento neurológico, psiquiátrico 

e das alterações neurodegenerativas e associadas à idade. Entretanto, é importante ressaltar que 
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a compreensão sobre como a microbiota desempenha funções fundamentais sobre processos 

fisiológicos e patológicos apontados ainda é bastante limitada, porém mais limitado ainda é o 

conhecimento sobre seu papel na comunicação bidirecional entre o trato gastrointestinal (TGI) 

e o sistema nervoso central (SNC). 

 

 

1.2. O Eixo Microbiota-Intestino-Cérebro 

 

 A modulação da fisiologia intestinal pelo SNC já é amplamente conhecida, a exemplo 

do controle da motilidade, secreção, fluxo sanguíneo, nocicepção e ativação imune por 

estressores neurológicos (10,24,25). Além disso, esses mecanismos desencadeados pela 

sinalização neuronal são capazes de influenciar a homeostase da microbiota, principalmente 

por meio da ativação do sistema imune (26). Porém recentemente tem sido descritos casos de 

modulação da fisiologia cerebral a partir do intestino bem como a partir da microbiota intestinal, 

tornando esse eixo uma comunicação bidirecional (10,27–29). Ainda que seja necessário o 

estabelecimento de nexos causais mais convincentes (30), é notável como progressivamente 

mais evidências indicam que alterações na microbiota intestinal estão relacionadas a alterações 

no funcionamento cerebral, o que se reflete em pacientes afetados por doenças do SNC (31–

35). 

 Apesar de ainda existirem controvérsias acerca de quando ocorre a primeira colonização 

microbiana, há poucas evidências de que possa de fato ocorrer colonização fetal in utero (36–

38). É mais provável que a primeira colonização ocorra no momento do nascimento, visto que 

o modo de parto (vaginal ou cesariano) influencia muito mais a composição da microbiota 

intestinal no início da vida (6,7). Ainda assim, o microbioma intestinal materno durante a 

gestação parece ser determinante para o neurodesenvolvimento fetal. Em roedores, fetos 

gerados por mães livres de germes (GF - germ-free) e que mantém a condição GF após o 

nascimento apresentam baixa expressão da proteína de junção ocludina na barreira 

hematoencefálica (BHE) e, consequentemente, maior permeabilidade (39). Além disso, existem 

evidências de que fatores pré-natais como uso de antibióticos e probióticos (40,41), variações 

na dieta (42), infecções (43,44) ou exposição a estresse (45), os quais podem provocar 

alterações no neurodesenvolvimento e comportamento da prole, possuem efeitos dependentes 

de alterações no microbioma materno em humanos e em roedores (6,46). 

  



18 

 

 A partir do nascimento diversos fatores ambientais além do modo de parto (47) como 

alimentação e eventos adversos no período pós-natal bem como infecções e tratamento com 

antibióticos (48,49), determinam a formação e a maturação da microbiota no início da vida, o 

que pode impactar o neurodesenvolvimento e o comportamento. É notável que apesar de fatores 

como modo de parto terem efeito sobre a composição microbiana limitado ao período pós-natal 

ou até primeira infância, os efeitos sobre o SNC mediados pela microbiota intestinal podem ser 

duradouros e determinantes para a manifestação de alterações cognitivas e comportamentais 

(10,50). Ainda assim, a microbiota intestinal continua suscetível a modificações ao longo da 

adolescência, as quais podem influenciar processos cerebrais, ficando progressivamente menos 

maleável até a fase adulta, quando se estabiliza e então volta a sofrer modificações no processo 

de envelhecimento (6,50). Esse processo está ilustrado na Figura 1 
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Figura 1: Modificações da microbiota ao longo da vida em associação a estágios de 

neurodesenvolvimento. Provavelmente no nascimento acontece a primeira colonização da 

pele e mucosas do bebê, a partir da qual a microbiota intestinal amadurece e passa por 

modificações ao longo da vida. Na infância, a microbiota intestinal da criança sofre grande 

influência da mãe, da forma de alimentação (aleitamento e introdução alimentar) e do ambiente 

de crescimento da criança, ao passo que essa microbiota também influencia aspectos da 

proliferação neuronal, arborização dendrítica, migração neuronal e gênese de sinapses 

excitatórias. Ao longo da adolescência, a microbiota é influenciada pela flutuação de hormônios 

e amadurecimento sexual e do corpo, o que se associa à fase de intensa sinaptogênese, 

refinamento sináptico, crescimento axonal e mielinização que ocorre no SNC. Na vida adulta, 

a microbiota se torna muito estável e resiliente, podendo sofrer modificações pela dieta, uso de 

medicamentos e exposições ambientais, porém mantendo majoritariamente uma microbiota 

central que raramente é substituída. Nessa fase da vida, ainda pode ocorrer sinaptogênese e 

refinamento sináptico principalmente de sinapses inibitórias. No envelhecimento, a microbiota 

se torna novamente instável, podendo apresentar uma perda significativa de diversidade e 

possivelmente influenciando os processos de perda neuronal e sináptica que ocorrem no SNC. 

Fonte: John F. Cryan et al. Physiol Rev 99: 1877-2013, 2019. Disponível em: 

<https://doi.org/10.1152/physrev.00018.2018> 

 

 Existem muitas vias em potencial para a sinalização entre microbiota e cérebro, 

entretanto estamos apenas começando a entender os mecanismos por trás dessa comunicação. 

O sistema nervoso entérico (SNE), o qual é composto por neurônios entéricos e células gliais 

entéricas que fazem parte do sistema nervoso autônomo e se comunicam com o gânglios 

simpáticos e parassimpáticos, é capaz de responder a estímulos diretos e indiretos da microbiota 

intestinal, além de modular as populações microbianas por meio de funções intestinais como 

motilidade e secreção (11,51). Entretanto, a microbiota é fundamental para a formação do SNE, 

como evidenciado com animais GF que apresentam reduzida inervação no cólon e maturação 

de da glia entérica (52,53). Há ainda as fibras do nervo vago que inervam a maior parte do 

intestino e carregam sinais diretamente do cérebro para as vísceras e vice-versa (6). Devido à 

grande variedade de receptores nos aferentes vagais, diversos sinais provenientes da microbiota 

podem ser detectados e influenciar diretamente no apetite, na inflamação intestinal e em 

comportamentos relacionados ao aprendizado e ao humor (54,55). 
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 A comunicação da microbiota com o cérebro também pode ter como intermediário o 

sistema imune. O TGI abriga a maior população de células do sistema imune em todo o corpo, 

as quais precisam constantemente regular o nível de ativação e inflamação para que haja 

manutenção da população microbiana no lúmen sem que ocorra dano ao epitélio intestinal (10). 

Fisiologicamente, restos celulares, antígenos e produtos da microbiota intestinal são capazes de 

modular a hematopoiese de células do sistema imune inato (56) e a diferenciação de linfócitos 

tanto para um perfil inflamatório, como linfócitos T auxiliares 17 (Th17 - T helper 17) (57,58), 

quanto um perfil regulatório (59,60). Evidências indicam que essas células desempenham 

papéis relevantes na modulação do humor e progressão de doenças do SNC (61,62), porém 

ainda é necessário estabelecer a modulação do sistema imune como via de sinalização da 

microbiota com o cérebro nesses casos. Além disso, em situações de patologia em que há 

translocação microbiana ou endotoxemia (quadro inflamatório sistêmico de baixo grau e 

prolongado), o aumento da inflamação sistêmica exerce impacto negativo no funcionamento 

cerebral (63). Ainda, estudos recentes mostram que a microbiota intestinal é um componente 

fundamental para a maturação da microglia, célula fagocítica glial residente do SNC, e que os 

produtos microbianos são capazes de modular a fisiologia microglial (64). 

 Outra via pela qual a microbiota influencia o funcionamento cerebral, com notável 

influência sobre o comportamento é pelo eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), 

responsável pela produção de glicocorticoides e regulação da resposta ao estresse (65,66). 

Animais GF ou tratados com antibióticos apresentam disfunção nesse eixo neuroendócrino que 

resulta na produção exagerada de corticosterona e consequente déficits sociais (67).  Bactérias 

específicas da microbiota intestinal são capazes de regular o funcionamento desse eixo 

influenciando a produção de cortisol e a resposta ao estresse (65,68). 

Todas essas vias de comunicação entre microbiota intestinal e cérebro ocorrem em parte 

como resposta a restos celulares, produtos microbianos secretados ou modulação da secreção 

de moléculas endógenas. Diversas espécies de bactérias da microbiota intestinal são capazes de 

influenciar a síntese ou até mesmo produzir e secretar neurotransmissores (32). Por exemplo, 

espécies dos filos Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides e Escherichia são produtoras 

de ácido γ-aminobutírico (GABA - γ-aminobutyric acid) (69,70). A microbiota também exerce 

grande influência sobre o metabolismo de triptofano e síntese de serotonina intestinal (29,71), 

a qual apesar de ser muito consumida na própria neurotransmissão intestinal está associada aos 

níveis de serotonina cerebrais (72). A microbiota também influencia o metabolismo, apetite e 

alimentação modulando a produção e secreção dos hormônios peptídeo YY (PYY) e peptídeo 
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semelhante a glucagon 1 (GLP-1 - Glucagon-like peptide 1) por células enteroendócrinas e de 

insulina pelo pâncreas (9,16,32). 

Por fim, diversos subprodutos metabólicos da microbiota intestinal possuem atividade 

biológica, dentre os quais os ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs - short-chain fatty acids) 

tem se mostrado como prováveis mediadores da comunicação intestino-cérebro. Além disso, 

esses metabólitos já foram encontrados alterados em pacientes afetados por diversas 

neuropatologias e sua administração ou a administração de bactérias produtoras de SCFAs 

representam abordagens terapêuticas promissoras (28,73). 

 

 

1.3. Metabolismo e transporte dos SCFAs 

 

Os SCFAs são pequenas moléculas orgânicas de cadeia saturada de até 6 átomos de 

carbono com um único grupamento carboxílico e são os principais produtos da fermentação 

anaeróbica de fibras e polissacarídeos não-digeridos da dieta no cólon (63). Composto 

majoritariamente por acetato (C2), propionato (C3) e butirato (C4), aproximadamente 500-600 

mmol de SCFAs na proporção de 60:20:20, respectivamente, são produzidos diariamente no 

cólon dependendo do conteúdo de fibra na dieta, composição da microbiota e tempo de trânsito 

intestinal (74–76). Outros metabólitos produzidos pela microbiota incluem formiato (C1), 

isobutirato, valerato, isovalerato (C5), caproato e isocaproato (C6) (76). Ainda que a principal 

forma de produção de SCFAs seja pela fermentação de fibras, parte desses produtos são gerados 

no metabolismo de aminoácidos (77). No entanto, a formação de SCFAs por fermentação de 

proteínas fica restrita à porção distal do cólon, na qual os carboidratos já foram esgotados, sendo 

utilizada por menos de 1% das bactérias da microbiota intestinal (78). Essa via de metabolismo 

também acaba gerando outros metabólitos potencialmente tóxicos, como amônia, fenóis, 

sulfetos e ácidos graxos de cadeia ramificada, os quais já foram associados com surgimento de 

doenças inflamatórias do intestino (IBD - inflammatory bowel diseases) (79). Além dessas vias, 

bactérias da microbiota também podem utilizar o acetil-CoA proveniente da glicólise para 

síntese de butirato por meio da enzima butiril-CoA:acetil-CoA transferase (80,81). 
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 Após sua produção, os SCFAs são rapidamente absorvidos por colonócitos via 

transportadores de monocarboxilato, os quais podem ser hidrogênio-dependente (MCT1 - 

monocarboxylate transporter 1) ou sódio-dependente (SMCT1 - sodium-coupled 

monocarboxylate transporter 1) (82,83). Parte dos SCFAs absorvidos, majoritariamente o 

butirato, é metabolizado no ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA - Tricarboxylic acid cycle) 

por colonócitos (84,85). A outra parte se difunde para a veia porta hepática, aproximadamente 

260 µM de acetato, 30 µM de propionato e 30 µM de butirato (86), que podem ser absorvidos 

e utilizados por hepatócitos (85), o que pode ser visto na Figura 2. Consequentemente, apenas 

uma pequena fração dos metabólitos produzidos pela microbiota chega à circulação, sendo a 

concentração aproximada no sangue 22,0-40,0 µM de acetato (87), 0-2,1 µM de propionato 

(88), 0,3-1,5 µM de butirato (89). No entanto, ainda há poucos trabalhos explorando a 

concentração sérica de SCFAs e como intervenções terapêuticas influenciam nessa translocação 

de moléculas, sendo muito mais comum trabalhos que utilizam a concentração fecal como 

representante da produção intestinal, principalmente em estudos com humanos por conta da 

facilidade de coleta e baixa invasividade (6,10,63). Neste contexto, é importante ressaltar que, 

ainda que a quantificação no conteúdo fecal seja uma abordagem válida, ela inclui muitos vieses 

em potencial, os quais precisam ser considerados para a obtenção de conclusões válidas e 

translação para a clínica (84,90). 

 

 

Figura 2: Fonte de síntese, absorção e transporte dos SCFAs da dieta. A principal fonte de 

SCFAs vem da fermentação anaeróbica de fibras alimentares por bactérias do cólon. Até 95% 

desses metabólitos são absorvidos por colonócitos via difusão passiva ou via transportadores 

de monocarboxilato dependentes de hidrogênio (MCT) ou de sódio (SMCT). Os SCFAs que 

não são metabolizados por colonócitos como substrato energético são transportados para o 

fígado via veia porta, onde sofrem outro processamento. Apenas uma fração dos SCFAs sobra 

do metabolismo hepático e chega a circulação sanguínea. Fonte: Dalile B, et al. Nat Rev 
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Gastroenterol and Hepatol, 2019. Disponível em: <https://doi.org/10.1038/s41575-019-0157-

3>  

 

 Pela circulação sanguínea, SCFAs são capazes de chegar ao cérebro cruzando a BHE, 

como já foi demonstrado em ratos pela injeção de 14C-SCFAs na artéria carótida e detecção no 

cérebro (91), provavelmente devido a abundância de MCT expressos em células endoteliais 

(92). Ainda que haja escassez de dados sobre a concentração desses metabólitos no SNC, os 

três já foram detectados fisiologicamente no líquido cefalorraquidiano (LCR) de humanos a 

22,0-171,0 µM de acetato (87), 0,0-6,0 µM de propionato (88), 0,0-4,2 µM de butirato (89). No 

tecido cerebral humano, foram encontrados em média 18,8 pmol/mg de propionato e 17,0 

pmol/mg de butirato por cromatografia gasosa (93). Além disso, a concentração de SCFAs no 

cérebro pode ser modulada por meio de intervenções terapêuticas, como demonstrado em 

camundongos suplementados com Clostridium butyricum que apresentaram um aumento no 

nível de butirato em uma ordem de magnitude (94). Vários outros estudos em animais e em 

humanos aplicando prebióticos, probióticos e regime de dietas ricas em fibras já demonstraram 

efeitos neurológicos positivos dessas terapias, ainda que apenas poucos tenham quantificado os 

níveis de SCFAs (28). 

 

 

1.4. Efeitos periféricos/ Mecanismos dos SCFAs 

 

 Ainda que não sejam completamente compreendidas as vias de sinalização 

desencadeadas pelos SCFAs em cada caso particular, são conhecidos pelo menos dois 

mecanismos pelos quais esses metabólitos atuam, ilustrados na Figura 3: ativação de receptores 

acoplados a proteína G (GPCR – G protein-coupled receptors) e inibição de histona-

desacetilases (HDAC). Os GPCR ativados por SCFAs mais estudados são GPR43 e GPR41, 

posteriormente renomeados de receptores de ácidos graxos livres 2 e 3 (FFAR2 e FFAR3 - Free 

fatty acid receptor2 and 3), respectivamente. Ambos receptores são expressos no cólon, em 

diversas células imunes e no SNC; entretanto, adipócitos e músculo esquelético expressam 

apenas FFAR2 e o sistema nervoso periférico (SNP) e a BHE expressam apenas FFAR3 (95–

97). Outros receptores incluem receptor de ácidos hidrocarboxílicos (-GPR109a/HCAR2 - 

hydrocarboxilic acid receptor 2), receptor olfatório da família 51 subfamília E membro 1 

(GPR164/OR51E1), expressos principalmente em colonócitos, adipócitos e células imunes, 



24 

 

porém são seletivos para butirato (98,99). Já o receptor OR51E2 é específico para propionato e 

acetato e é expresso em neurônios do sistema nervoso autônomo (100). 

 Os SCFAs também são capazes de modular a expressão gênica por meio da inibição da 

acetilação de histonas. A expressão gênica é regulada, dentre outros mecanismos, pela 

compactação da cromatina ao redor das histonas, a qual é modulada principalmente pela 

acetilação, de forma que histonas acetiladas tornam a cromatina mais disponível para 

transcrição e a remoção de grupos acetil torna a cromatina mais compacta e silenciada (28,101). 

Todos os SCFAs apresentam algum grau de modulação da acetilação de histonas, sendo butirato 

e propionato potentes inibidores da HDAC, enquanto acetato apresenta baixa atividade de 

inibição de HDAC porém induz a ativação de histona-acetiltransferases (HAT) (6,102). 
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Figura 3: Mecanismos de sinalização celular dos SCFAs. São conhecidos dois mecanismos 

de sinalização celular principais por SCFAs: via GPCR e via modulação de acetilação de 

histonas. Os SCFAs podem se ligar com diferentes graus de afinidade aos receptores FFAR2, 

FFAR3, OR51E2 e GPR109A, os quais desencadeiam diversas cascatas de sinalização que 

modulam o funcionamento celular. Alternativamente, eles podem ser transportados para dentro 

da célula através de MCT e SMCT e inibir histona desacetilases ou ativar histona acetil 

transferases, modulando a expressão gênica. Fonte: Dalile B, et al. Nat Rev Gastroenterol and 

Hepatol, 2019. Disponível em: <https://doi.org/10.1038/s41575-019-0157-3> 

 

 

1.5. Efeitos dos SCFAs sobre o SNC 

 

 Por meio dos dois principais mecanismos descritos, os SCFAs são capazes de 

influenciar direta ou indiretamente o funcionamento cerebral, como ilustrado na Figura 4. Os 

efeitos dos SCFAs sobre o SNC podem ser via modulação do sistema imune ou do nervo vago, 

alterações na secreção de hormônio e peptídeos intestinais, secreção de insulina e interleucinas, 

produção de neurotransmissores bem como via ação direta sobre as células da BHE e do SNC. 

Parte da modulação do sistema imune pela microbiota intestinal parece ocorrer por meio dos 

SCFAs. Primeiramente, esses metabólitos influenciam diretamente a função de barreira de 

enterócitos, modulando a secreção de muco e expressão de junções oclusivas, 

consequentemente influenciando a translocação microbiana e exposição de células imunes a 

antígenos (103). Adicionalmente, já é reconhecido que neutrófilos, células dendríticas, 

monócitos, macrófagos e células T respondem a inibidores de HDAC e possuem um ou mais 

receptores para SCFAs, principalmente FFAR2 e FFAR3, mas também GPR109a, de forma 

que esses metabólitos microbianos modulam e mantém a homeostase do sistema imune (28). 

De fato, em neutrófilos os SCFAs exercem papel quimioatraente, aumentando a expressão de 

CXCL1 e CXCL8, ao mesmo tempo que reduzem a produção de fator de necrose tumoral α 

(TNF-α) e aumentam a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) ligada à fagocitose 

(104). 
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Figura 4: Potenciais vias de comunicação dos SCFAs no eixo microbiota-intestino-cérebro 

(MIC). Ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs) são os principais metabólitos produzidos pela 

microbiota a partir da fermentação anaeróbica de fibras da dieta e polissacarídeos resistentes. 

Após sua produção, SCFAs são absorvidos por colonócitos via transportadores de 

monocarboxilato dependente de hidrogênio (MCT) ou dependente de sódio (SMCT). Esses 

metabólitos atuam por meio da ligação a receptores acoplados a proteína G (GPCR), tais como 

receptor de ácidos graxos livres 2 e 3 (FFAR2 e FFAR3), receptor de ácidos hidrocarboxílicos 

2 (HCAR2) e GPR164, e por meio da inibição de histona desacetilases (HDAC). Por esses 

mecanismos, influenciam a imunidade de mucosa e a função de barreira do intestino, induzem 

a produção dos hormônios intestinais peptídeo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e peptídeo 
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YY (PYY) pelas células enteroendócrinas, assim como a produção de ácido γ-aminobutírico 

(GABA) e serotonina (5-HT), os quais podem sinalizar para o cérebro pela circulação sanguínea 

ou por terminações vagais. Os SCFAs derivados do cólon influenciam células do sistema imune 

local e circulantes levando à diferenciação de linfócitos T, monócitos e neutrófilos alterando o 

perfil de citocinas circulantes e de células que chegam ao cérebro. Esses metabólitos atingem a 

circulação por meio da veia porta hepática e chegam a outros tecidos, levando à ativação do 

tecido adiposo marrom, regulação da função mitocondrial do fígado, aumento da secreção de 

insulina pelas células β-pancreáticas e modulação da homeostase energética de corpo inteiro. 

Os SCFAs também podem chegar ao cérebro atravessando a barreira hematoencefálica (BHE) 

por meio de transportadores expressos em células endoteliais ou afetar o cérebro por meio do 

nervo vago. No sistema nervoso central podem influenciar a integridade da BHE aumentando 

a expressão de proteínas de junção oclusiva, a neuroinflamação pela maturação e função de 

microglia e astrócitos e a homeostase neuronal por meio do aumento na produção de fatores 

tróficos, da neurogênese e da síntese de neurotransmissores. Dessa forma, interações dos 

SCFAs no eixo MIC podem direta e indiretamente afetar aspectos emotivos, cognitivos e 

fisiopatológicos. Fonte: Y. P. Silva, A. Bernardi, R. L. Frozza (2020). Disponível em 

https://doi.org/10.3389/fendo.2020.00025  

 

 Além disso, esses metabólitos modulam a atividade de monócitos, macrófagos e células 

dendríticas limitando sua proliferação e produção de citocinas inflamatórias, podendo reduzir a 

atividade fagocítica e apresentação de antígenos em alguns casos (103). Por fim, os SCFAs são 

capazes de modular a diferenciação de linfócitos T em modelos murinos para um perfil 

regulador, com aumento na expressão de FOXP3 e secreção de IL-10, porém in vitro são 

capazes de potenciar a diferenciação de linfócitos Th1 e Th17 já estimulados. Isso aponta para 

um papel duplo dos SCFAs na modulação dessas células, porém mesmo em modelos de 

infecção e inflamação intestinal os metabólitos parecem resultar em controle da inflamação e 

melhor desfecho da doença (103). 

 Por meio de receptores FFAR2, FFAR3, OR51E1 e OR51E2 os SCFAs são capazes de 

estimular células enteroendócrinas a secretarem GLP-1 e PYY (105,106), os quais afetam 

circuitos cerebrais importantes na regulação do apetite e ingesta alimentar via circulação 

sistêmica ou aferentes vagais (28). Esses metabólitos também estimulam a secreção de leptina 

por adipócitos, induzindo a ativação de vias anorexigênicas no hipotálamo (107), e inibem a 

secreção de grelina por células produtoras do estômago e duodeno, principal hormônio 

orexigênico e associado à resposta antecipatória a alimentos calóricos (108), portanto reduzindo 

https://doi.org/10.3389/fendo.2020.00025
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a fome e regulando o comportamento alimentar. Além disso, a sinalização em células β-

pancreáticas aumenta a secreção de insulina, o que também contribui para a regulação 

metabólica e do comportamento (106). 

 Concomitantemente, o sistema nervoso entérico e o nervo vago são modulados pelos 

SCFAs e desencadeiam respostas centrais no sistema nervoso (28). De fato, neurônios do 

sistema nervoso entérico, da veia porta e do gânglio nodoso expressam FFAR3, o que possibilita 

efeitos diretos dos SCFAs (95). Apesar de estes não serem completamente conhecidos, injeções 

de butirato no jejuno geram descargas neurais nos aferentes vagais que são abolidas após 

vagotomia (55). Além disso, efeitos positivos no humor e nos níveis de neurotransmissores 

induzidos pelo tratamento com Bifidobacterium longum NCC3001 são perdidos após a 

danificação do nervo vago (109). 

 Além da modulação de diversos sistemas periféricos gerando respostas centrais, é 

importante destacar os efeitos dos SCFAs se estendem diretamente aos neurônios do SNC, 

como observado mediante tratamentos com prebióticos e probióticos (63). Dos três principais 

SCFAs, aquele que chega ao cérebro em maior concentração é o acetato, o qual foi detectado 

no hipotálamo desencadeando ativação neuronal, aumento dos níveis de glutamato, GABA e 

de neuropeptídeos anorexigênicos, resultando na supressão do apetite (110). Ainda assim, 

propionato e butirato são capazes de regular no cérebro a expressão de triptofano 5-hidroxilase 

1, enzima envolvida na síntese de serotonina, e tirosina hidroxilase, essencial na síntese de 

dopamina, influenciando então a bioquímica cerebral (111). Ademais a depleção da microbiota 

de camundongos por meio do uso de antibióticos resulta em prejuízos na neurogênese 

hipocampal e na memória, o que está associado a uma drástica redução na produção de SCFAs 

e pode ser revertido por tratamento com probióticos (112). Além de neurotransmissores, os 

níveis dos SCFAs também estão associados a níveis de fatores neurotróficos como fator de 

crescimento de neurônios (NGF), fator neurotrófico derivado da glia (GDNF) e fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (113,114). Nesse contexto, uma série de estudos 

demonstrou que o butirato de sódio aumenta a expressão de BDNF, a neurogênese e 

proliferação neural em roedores, potencialmente pelo efeito de inibição de HDAC (115–117). 
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 A formação, desenvolvimento e plasticidade do SNC ocorre sob o controle de células 

da glia, as quais atuam podando e reorganizando circuitos neurais, um papel crítico para 

processos cognitivos, emocionais e sociais (118). A microglia é crucial no processo de 

refinamento sináptico, limpeza e defesa do SNC, por ser um macrófago residente do tecido 

(119). Interessantemente, a microbiota é essencial no desenvolvimento e regulação da atividade 

microglial, a qual parece atuar por meio dos SCFAs, uma vez que camundongos GF apresentam 

células microgliais de perfil imaturo que podem ser parcialmente recuperadas pela 

suplementação com acetato, propionato e butirato (96). Erny e colaboradores demonstraram 

elegantemente que os efeitos dos SCFAs sobre a maturação da microglia provavelmente são 

mediados via FFAR2, visto que animais deficientes nesse receptor não recuperaram a 

maturação microglial, porém novos estudos indicam que o efeito dos SCFAs sobre a microglia 

também pode ocorrer por inibição de HDAC (120). 

 A neuroinflamação também tem forte impacto sobre o comportamento e formação de 

circuitos cerebrais. Uma vez que a microbiota influencia a maturação e funcionalidade do 

sistema imune, inclusive da microglia no SNC, perturbações da microbiota como o uso 

prolongado de antibióticos causa alterações na resposta imune, em geral tendendo a um perfil 

mais inflamatório (96,121). Nesse sentido, perturbações sobre a microbiota induzidas por 

antibióticos agravam a neuroinflamação em modelos murinos de doença de Alzheimer 

(122,123), porém o tratamento com butirato em modelos de inflamação aguda reduzem o perfil 

inflamatório da microglia, reduzindo a produção de citocinas e induzindo modificações 

morfológicas (120,124). Similarmente, o tratamento com acetato de culturas primárias tanto de 

microglia quanto de astrócitos foi capaz de reduzir vias de sinalização pró-inflamatórias e a 

expressão de IL-1β, IL-6 e TNF-α (125,126). O principal mecanismo efetor encontrado até o 

momento foi a inibição de HDAC, porém a sinalização precisa por SCFAs ainda não é 

completamente conhecida. 
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1.6. Doença de Alzheimer  

 

 A doença de Alzheimer (DA) representa 60 a 70% dos casos de demência afetando uma 

grande parcela da população, dado que atualmente mais de 50 milhões de pessoas vivem com 

demência no mundo (127). Estima-se que o número de casos pode dobrar a cada 20 anos e mais 

de 60% dos casos são encontrados em países de baixa e média renda (128). No Brasil, estima-

se que haja cerca de 1,2 milhão de pessoas vivendo com DA, um número que cresce 

rapidamente devido a transição demográfica pela qual o país atravessa (129). A maioria dos 

casos acomete pessoas de mais de 65 anos, considerado DA de incidência tardia, enquanto 

apenas 5% dos casos acomete pacientes com idade inferior aos 65 anos, designado DA de 

origem familiar (130). Ao passo que a demência é caracterizada intra-individualmente pelo 

prejuízo cognitivo progressivo e perda de autonomia para tarefas diárias, a DA é definida 

biologicamente pela deposição extracelular de peptídeo β-amiloide (Aβ) formando placas 

neuríticas e pela presença de emaranhados neurofibrilares (NFT - neurofibrillary tangles) 

formados por agregados de proteína tau hiperfosforilada (p-tau) no interior de neuritos 

distróficos (130). A fisiopatologia básica da doença por esses dois marcadores está ilustrada na 

Figura 5. 
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Figura 5: Fisiopatologia da Doença de Alzheimer pela formação de placas amiloides e 

emaranhados neurofibrilares. No cérebro com DA avançada são encontradas placas de 

peptídeo β-amiloide extracelulares e emaranhados neurofibrilares de proteína tau 

hiperfosforilada intracelulares. Ambas as proteínas são neurotóxicas e pró-inflamatórias, 

promovendo a morte neuronal que resulta na perda de funções cognitivas e mnemônicas, 

redução da massa cerebral e aumento dos ventrículos. Fonte: News Medical: Examining 

Neurobiology and Drug Targets in Alzheimer’s Disease. Disponível em <https://www.news-

medical.net/whitepaper/20190318/Examining-Drug-Targets-and-Neurobiology-in-

Alzheimers-Disease.aspx?showform=cookiesettings>  

 

 Uma série de evidências indica que a formação de placas neuríticas é um dos principais 

mecanismos que desencadeiam os fenômenos biológicos da DA, o que levou ao surgimento da 

hipótese amiloide. Essas placas são majoritária e respectivamente compostas por peptídeos de 

42 e 40 aminoácidos (Aβ1-42 e Aβ1-40), gerados a partir da proteína precursora de amiloide (APP 

– amyloid precursor protein) via clivagem proteolítica sequencial por β-secretase e pelo 

complexo γ-secretase (presenilina 1 e 2), liberando o Aβ para o espaço extracelular (131). A 

partir de sua liberação, os peptídeos de Aβ são propensos a estruturar-se em folhas β-

pregueadas. O processo de agregação leva à formação de oligômeros (AβO) solúveis, bem 

como a formação de protofibrilas e fibrilas, a qual ocorre por um processo de nucleação 

primária entre monômeros formando o esqueleto da fibrila, seguida por alongamento da fibrila, 

com agregação de novos monômeros, ou nucleação secundária, com agregação de novas fibrilas 

já nucleadas (132).  No estado avançado da doença são encontradas placas insolúveis de Aβ, 

porém todas os estados biofísicos citados são neurotóxicos e neuroinflamatórios (133–135). 

A hipótese amiloide proposta por George Glenner (136) encontra evidências 

principalmente na ocorrência de formas hereditárias da doença, tanto dominantes no caso de 

DA familiar quanto não-dominantes no caso de DA esporádica, das quais são mais prevalentes 

mutações no processo de geração do peptídeo Aβ (genes da APP e da presenilina 1 e 2) 

(137,138) e de depuração desse peptídeo (gene da APOE4) (139,140). Nesse contexto, modelos 

murinos de DA são gerados por meio de mutações que levam ao acúmulo de espécies agregadas 

de Aβ (62) ou pela injeção de AβOs por via intracerebroventricular (ICV) (133) e desencadeiam 

alterações cognitivas e comportamentais semelhantes àquelas observada em pacientes com DA. 
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 Outro mecanismo patológico da DA é a formação de emaranhados neurofibrilares 

compostos de p-tau, no entanto não é completamente compreendido se este é o mecanismo 

iniciador ou o contrário, se o acúmulo de Aβ propicia a hiperfosforilação da tau. Sabe-se que a 

tau é primariamente expressa em neurônios do cérebro e desempenha uma função central na 

montagem e estabilização de microtúbulos e no transporte ao longo destes. A tau é alvo de 

diversas modificações pós-traducionais, dentre as quais a fosforilação, que na DA e em outras 

tauopatias ocorre de forma aberrante levando à agregação e fibrilação (130). A partir da 

fibrilação, a tau é translocada do compartimento axonal para o soma de neurônios, danificando 

então a função sináptica ao inibir o trânsito de receptores de glutamato e, posteriormente, 

podendo se propagar através de sinapses para outros neurônios conectados de forma semelhante 

à proteína príon (134). O acúmulo de p-tau leva a morte neuronal e a proteína é capaz de se 

propagar ao longo de regiões anatomicamente ligadas do SNC. 

 Ao passo que a forma familiar da DA apresenta determinantes genéticos para a 

ocorrência da doença, a forma esporádica é multifatorial (135). O maior fator genético de risco 

conhecido é a variante ε4 do gene da apolipoproteína E (APOE4), que possui as três variantes 

comuns ε2, ε3, ε4 (APOE2/3/4). Comparado a uma pessoa com alelos APOE3/E3, a presença 

de apenas um alelo de APOE4 aumenta o risco de uma pessoa desenvolver DA em 4 vezes, 

enquanto dois alelos aumentam em 12 vezes (136). No SNC, a expressão de APOE parece estar 

restrita majoritariamente a astrócitos e em menor grau à microglia, porém o conhecimento da 

influência de APOE sobre a fisiopatologia da DA ainda é limitado (137,138). 

 Além das alterações bioquímicas, há evidências de que o sistema imune está envolvido 

na progressão de doença neurodegenerativas, principalmente baseado em achados de que, além 

de APOE4, outros fatores genéticos de risco para DA são quase exclusivamente expressos em 

células do sistema imune, por exemplo TREM2 (Triggering Receptor Expressed On Myeloid 

Cells 2), CD33 (Cluster of diferentiation 33), CR1 (Receptor de complemento 1), etc. (139). 

No entanto, ainda é pouco entendido o papel e o potencial terapêutico da microglia e dos 

astrócitos e menos ainda o papel das células do sistema imune periférico, como linfócitos e 

monócitos, os quais podem influenciar direta e indiretamente o funcionamento cerebral 

(140,141). Ainda assim, contribuições recentes para este campo mostraram que que diferentes 

perfis de microglia são responsáveis por restringir ou agravar a progressão da DA (142) e que 

o perfil de microglia associado a doença também induz a diferenciação de astrócitos para um 

perfil pró-inflamatório (143). Além disso, com a descoberta e descrição do sistema linfático 

cerebral (144) novos esforços têm sido feitos para entendimento do papel de linfócitos na DA 

(58,145). 
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 Métodos para o diagnóstico da DA estão sendo aprimorados continuamente e a busca 

por biomarcadores é uma área em franco crescimento. Há muito são usados testes clínicos 

padronizados que permitem determinar o grau de severidade dos sintomas de demência por 

meio de scores do comprometimento de diversos domínios do comportamento humano, porém 

já foi mostrado que os sintomas da DA aparecem já na fase avançada da doença, como ilustrado 

na Figura 6. Em contrapartida, atualmente é possível detectar marcadores da doença em fase 

muito mais precoce por meio da tomografia de emissão de pósitrons e da análise de LCR. Pela 

tomografia é possível detectar a deposição de Aβ, hipometabolismo cortical, acúmulo de tau e 

perda de volume cerebral. Por outro lado, os biomarcadores do LCR mais utilizados são a razão 

Aβ1-42/Aβ1-40 e a cadeia leve de neurofilamento, porém espécies de p-tau tem se mostrado como 

marcadores promissores que podem ser detectados até mesmo no soro (130,146). 

 

 

Figura 6: Progressão de biomarcadores presentes ao longo da patologia da Doença de 

Alzheimer. A DA pode ser dividida em uma fase pré-clínica e uma fase sintomática. Na 

primeira, acontece o acúmulo gradual das proteínas patogênicas da doença e de danos ao SNC, 

o qual pode se estender por décadas antes alcançar níveis detectáveis por exames disponíveis 

atualmente ou de dar início à fase sintomática. Nesta, os danos acumulados já são suficientes 

para prejudicar funções cognitivas e operacionais do paciente, o que geralmente resulta na busca 

por ajuda médica. Porém nessa fase o prognóstico já é de perda progressiva de funções 

cerebrais, a qual terapias atuais conseguem apenas retardar. Fonte: Long, J.M.; Holtzman D.M. 

Cell. 2019. Disponível em: <https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.09.001>  
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 Quanto ao tratamento, as terapias atuais são apenas capazes de reduzir o ritmo de 

progressão da doença, mas garantem benefícios limitados aos pacientes e não são capazes de 

reverter a perda cognitiva. O desenvolvimento de terapias contra a DA tem sido dificultada pela 

complexa fisiopatologia da doença, que representa um desafio na pesquisa de novas abordagens 

terapêuticas (147). Atualmente estão aprovados medicamentos inibidores da colinesterase e a 

memantina, um modulador não competitivo do receptor de NMDA, ambos voltados apenas para 

o tratamento sintomático (130). No entanto, mais recentemente foi aprovado pela FDA nos 

Estados Unidos o Aducanumab, um anticorpo monoclonal contra agregados de Aβ, portanto o 

primeiro fármaco modificador da doença (148). Além disso, foi aprovado na China o uso de 

um prebiótico intitulado GV-971 para o tratamento da DA, com resultados mostrando redução 

de scores clínicos da doença por meio de modulação da inflamação e da deposição de Aβ (149). 

 

 

1.7. Influência da Microbiota Intestinal sobre a Doença de Alzheimer 

 

 Uma vez que a microbiota intestinal é capaz de modular o funcionamento do SNC por 

diversas vias, inclusive pela modulação do sistema imune, essa se tornou importante alvo de 

pesquisas na busca de potenciais alvos terapêuticos para doenças neurodegenerativas. Nesse 

contexto, já foi identificado que pacientes de DA apresentam quadro de disbiose associado a 

doença e que perturbações na microbiota intestinal podem influenciar certos aspectos da 

patologia (150,151). Consistente com esses achados, Zhang e colaboradores demonstraram que 

camundongos transgênicos para DA também apresentam alterações na composição da 

microbiota e perda de diversidade, associadas à redução nos níveis de SCFAs (152). 

 Crescentes evidências apontam para o impacto da microbiota intestinal sobre a 

patogenia e patologia da DA. Primeiramente, foi demonstrado que tanto animais APP/PS1 

criados sob condições GF (153) quanto os mesmos animais tratados no início da vida com 

antibióticos (122,123) apresentaram reduzido acúmulo cerebral de Aβ. Em contrapartida, o 

transplante de microbiota fecal de camundongos selvagens para camundongos APP/PS1, 

linhagem de camundongos transgênicos com mutações associadas ao desenvolvimento de DA, 

é capaz de resgatar déficits cognitivos desses animais em tarefas dependentes de memória 

espacial (154). Similarmente, o tratamento de animais 5xFAD, outra linhagem de camundongos 

transgênicos carregando um total de 5 mutações associadas à DA, com prebióticos também 

resultou em melhora da memória espacial associada à redução do acúmulo de Aβ e de p-tau 
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cerebral (155). Ambos os estudos mostraram que houve um aumento na produção de SCFAs 

associado às intervenções terapêuticas. 

 Nesse sentido, os SCFAs apresentam potencial efeito modulador da DA, uma vez que 

são capazes de induzir, em diferentes graus, a diferenciação de linfócitos T reguladores (Treg) 

extra-tímicos (59,60), reduzir o perfil inflamatório e aumentar a capacidade fagocítica 

microglial (124) além de modular alterações de humor (156). Dessa forma, torna-se pertinente 

investigar a hipótese de que os SCFAs podem desempenhar funções neuroprotetoras em 

modelos experimentais da DA por meio da modulação da inflamação no SNC e modulação do 

sistema imune.  

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 Investigar o potencial neuroprotetor dos principais SCFAs produzidos pela microbiota 

intestinal (acetato, propionato e butirato) em modelos experimentais da doença de Alzheimer. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito dos SCFAs sobre a neuroinflamação induzida pelos AβOs em cultura 

organotípica de hipocampo; 

 Avaliar o efeito da suplementação com os SCFAs sobre alterações comportamentais 

induzidas pela injeção intracerebroventricular de AβOs; 

 Determinar o papel dos SCFAs sobre as alterações comportamentais induzidas pela 

depleção da microbiota bacteriana intestinal seguida pela administração intracerebroventricular 

de AβOs. 

 

 

  



36 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Síntese e caracterização dos oligômeros de Aβ (AβOs) 

Os oligômeros foram preparados a partir do Aβ1-42 (American Peptide, Sunnyvale, CA) 

como descrito por Lambert e colaboradores (157). O peptídeo foi solubilizado em 1 mM de 

1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Merck, Darmstadt, DE) gelado e a solução límpida 

e incolor resultante foi incubada à temperatura ambiente por 60 minutos. A solução foi então 

colocada em gelo por 10 minutos e aliquotada, em fluxo laminar, em microtubos. Os microtubos 

foram deixados abertos na capela de fluxo laminar durante 12 horas para evaporação do HFIP. 

A eliminação completa do HFIP foi realizada por centrifugação em “SpeedVac” por 10 

minutos. As alíquotas contendo os filmes de Aβ1-42, assim obtidos, foram estocadas a -20ºC 

para utilização posterior. 

As preparações de AβOs foram realizadas a partir destes estoques de filmes de Aβ1-42. A 

cada preparação de AβOs, uma alíquota (filme) de Aβ1-42 foi ressuspendida em dimetilsulfóxido 

anidro (DMSO) (Sigma, St. Louis, MO) de forma a obter uma solução a 5 mM. Esta solução 

foi diluída a 100 μM em tampão fosfato-salino (PBS) estéril e incubada a 4ºC por 24 horas. 

Uma amostra de mesmo volume de DMSO 2% em PBS foi preparada e incubada a 4ºC por 24 

horas, e usada experimentalmente como controle (veículo). Após a incubação, a preparação foi 

centrifugada a 14.000 g por 10 minutos a 4ºC para remoção de agregados insolúveis de Aβ1-42. 

O sobrenadante da centrifugação, contendo AβOs, foi mantido a 4ºC até a sua utilização em um 

período máximo de até 48 horas após o preparo. Para determinar a concentração de AβOs nas 

preparações, utilizou-se o método do ácido bicinconínico (BCA) (Pierce, Rockford, IL) para 

dosagem de proteínas. As preparações de AβOs foram analisadas por cromatografia de gel-

filtração para caracterizar as espécies oligoméricas presentes. 

As análises foram realizadas utilizando uma coluna de sílica SynChropak GPC 100 com as 

seguintes características: dimensão da coluna: 250 x 4,6 mm; tamanho do poro: 100 Å; limite 

de exclusão para proteínas: 3.000-300.000 kDa. A fase móvel usada foi PBS pH 7, filtrado 

através de membrana de nitrocelulose Millipore (Billerica, MA) (0,45 μm), mantido em gelo 

durante toda a análise. As análises foram realizadas através de cromatografia líquida de alto 

desempenho (HPLC - high performance liquid chromatography), com detecção simultânea de 

absorção a 280 nm e fluorescência com excitação a 275 nm e emissão a 305 nm. Antes da 

injeção da amostra de AβOs, a coluna foi lavada durante 1 h com água Milli-Q e equilibrada 

por 1 hora com a fase móvel, ambas com fluxo de 0,5 mL/min. Inicialmente, 50 μL de veículo 

(DMSO 2% em PBS) foram injetados, com fluxo de 0,5 mL/min e tempo de corrida de 15 
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minutos. Em seguida, a coluna foi re-equilibrada com a fase móvel durante 15 minutos e 50 μL 

de AβOs foram injetados, e a análise feita com os mesmos parâmetros usados para o veículo. 

A síntese e as análises foram realizadas no Laboratório de Doenças Neurodegenerativas da 

UFRJ. 

 

 

3.2. Experimentação animal 

 

 Todos os protocolos envolvendo o uso de animais de experimentação foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais de Laboratório do Instituto Oswaldo Cruz 

(CEUA/IOC) (licença L008/2018) e todas as abordagens experimentais seguiram padrões 

éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) visando 

reduzir o número e minimizar o sofrimento dos animais (164). 

 

 

3.3. Cultura organotípica de hipocampo 

 

 As culturas organotípicas de hipocampo foram preparadas como descrito anteriormente 

(158). Brevemente, três ratos Wistar de 6 a 8 dias de idade foram decapitados com tesouras 

afiadas, então o cérebro foi extraído e os hipocampos foram gentilmente dissecados com pincéis 

em capela de fluxo laminar estéril, mantendo o tecido hidratado com meio de dissecção (solução 

salina balanceada de Hank - HBSS - Tabela 1). Os hipocampos foram fatiados em um fatiador 

de tecido (Tissue Chopper) em seções de 400 µm e transferidos, com auxílio de uma pipeta de 

ponta cortada, para uma placa de petri contendo meio de dissecção. Fatias foram separadas e 

gentilmente transferidas com auxílio de pincéis finos para uma placa de cultura de seis poços 

contendo membranas semiporosas (Millicel®) sobre 1 mL de meio de cultivo (50% MEM, 25% 

HBSS, 25% soro de cavalo inativado - Tabela 1). Um par de fatias de hipocampo de cada 

animal foi depositada em cada membrana dos poços da placa de cultivo, totalizando doze fatias 

de hipocampo por animal, até o total de seis fatias de hipocampo por membrana, como 

esquematizado na Figura 7. Após o fim do preparo da cultura organotípica, a capela de fluxo 

laminar foi esterilizada novamente e as culturas receberam meio de cultivo estéril fresco. As 

culturas foram mantidas por 14 dias a 37ºC e 5% CO2 com trocas de meio duas vezes por 

semana. 
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Figura 7: Esquema da placa de cultura organotípica de hipocampo: Cada placa de cultura 

de seis poços recebe em cada poço 6 fatias de hipocampo de ratos Wistar neonatos, das quais 

cada par é proveniente de um animal (n=3 animais por placa). No total, são obtidas 36 fatias de 

hipocampo, 12 de cada animal. 

 

Tabela 1: Composição dos meios utilizados na cultura organotípica 

Reagente Meio de dissecção Meio de cultivo 

NaCl 136,89 mM 138 mM 

Glicose 36,08 mM 36 mM 

HEPES (238,3 g/mol) 25 mM 25 mM 

KCl 5,36 mM - 

CaCl2 1,26 mM 2,5 mM 

MgCl2 0,05 mM 0,5 mM 

MgSO4 0,05 mM 0,41 mM 

KH2PO4 0,03 mM 0,44 mM 

Na2HPO4 0,024 mM - 

Fungizona + Garamicina 1% 1% 

Solvente 

Água Milli-Q 100% - 

MEM - 50% 

HBSS - 25% 

Soro de cavalo inativado - 25% 

pH 7,3 7,3 
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 No 14º dia de cultivo, as culturas foram tratadas (concentração final) com 12 mM de 

acetato de sódio (NaAc) (Sigma-Aldrich), ou 3 mM de propionato de sódio (NaProp) (Sigma-

Aldrich), ou 10 mM butirato de sódio (NaBut) (Sigma-Aldrich), ou os três metabólitos juntos 

(SCFAs). Em seguida foram adicionados ao meio de cultivo 500 nM de AβO ou o mesmo 

volume de PBS contendo 2% de DMSO (veículo) (concentração final: 0,02% DMSO). Vinte e 

quatro horas após os respectivos tratamentos o meio de cultivo foi coletado para dosagem de 

citocinas por ELISA e as fatias foram utilizadas para análises morfológicas por 

imunofluorescência. 

 

 

3.4. ELISA 

 

 Os níveis das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 no meio de cultivo foram 

determinados por meio de kits comerciais (R&D System). Ao final do período de tratamento 

das culturas os meios foram coletados e imediatamente conservados a -80ºC até serem 

analisados. 

 Para realização do ensaio foram empregadas placas de 96 poços, nas quais foi 

adicionado 50 μL/poço de anticorpos de captura diluídos em uma solução tampão (NaCl 1.5M, 

H3BO4 0,5M e NaOH 1N, pH = 7.4) e incubadas por 12 horas à 4°C. Em seguida, foram 

realizadas 3 lavagens com 200 μL/poço de solução tampão 1 (timerosal, KPO4 1M e Tween 20 

0,005%) e posterior adição de 200 μL/poço de solução contendo PBS e albumina bovina (BSA, 

1%) por 1 hora a fim de realizar o bloqueio de sítios inespecíficos. Posteriormente as placas 

foram novamente lavadas 3 vezes (200 μL/poço) com a solução tampão 1. Foi realizado um 

período de incubação de 2 horas à 37°C e, então, os poços foram lavados 3 vezes com a solução 

tampão 1. Na sequência foi adicionado 50 μL/poço do anticorpo de detecção biotinilado (50 

μg/mL) por um período de incubação de hora a temperatura ambiente, seguido de nova lavagem 

(200 μL/ poço) com solução tampão 1e um período de incubação de 1 hora a temperatura 

ambiente com 50 μL/ poço da mistura neutravidina horseradish peroxidase (HRP) diluído no 

tampão 2 (soro fetal bovino 2% em PBS). Após a última lavagem com 200 μL/poço da solução 

tampão 1, foi adicionado 50 μL/poço do substrato (K-Blue®) para o desenvolvimento da reação 

colorimétrica (entre 5 a 30 minutos), a qual foi interrompida pela adição de 50 μL/poço de 

H2SO4 (0,19 M). A leitura das placas foi realizada em um espectrofotômetro, em comprimento 

de onda de 450 nm e os resultados foram expressos como pg/ml. 
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3.5. Imunofluorescência 

 

 As fatias de cultura organotípica foram fixadas em paraformaldeído 4% em PBS, 

permeabilizadas com Triton X-100 0,5% em PBS e bloqueadas com BSA 20% em PBS, como 

descrito previamente (159). Em seguida, foram cuidadosamente retiradas da membrana de 

cultura e incubadas overnight a 4ºC com anticorpo anti-IBA-1 de coelho diluído a 1:400 em 

BSA 5% em PBS para avaliar a ativação microglial. O anticorpo primário foi completamente 

lavado e foi adicionado o anticorpo secundário fluorescente anti-IgG de coelho conjugado a 

Alexa Fluor 568 diluído a 1:500 em BSA 5% em PBS por 4 horas a temperatura ambiente. O 

anticorpo secundário foi lavado e foi feita a marcação dos núcleos com corante Hoechst 

fluorescente azul por 30 minutos. Foi feita uma lavagem com PBS e, então, a montagem das 

lâminas para análise em microscópio confocal Leica TCS SP8. Foram obtidas imagens em 

aumento de 40x de toda a espessura do tecido (z-stack de ponta a ponta) de pelo menos dois 

campos de 775 µm2 por fatia de hipocampo. As imagens foram exportadas no modo de projeção 

máxima e analisadas utilizando o programa Image J. Brevemente, as imagens foram 

transformadas para cores binárias, processadas para redução de ruído, então foi feita análise de 

partículas e foi obtida a contagem de células microgliais. 

 

 

3.6. Suplementação com SCFAs e injeção intracerebroventricular de oligômeros de Aβ 

 

 O desenho experimental está ilustrado na Figura 8. Quarenta camundongos Swiss 

machos de 8 semanas de idade foram mantidos em microisoladores no biotério do Pavilhão 

Leônidas Deane em grupos de quatro animais por caixa com livre acesso a comida e a água, 

num ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro, com a temperatura e humidade controladas. Os 

animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos, sendo um grupo tratado com uma 

mistura dos SCFAs composta de 67,5 mM de NaAc, 25 mM de NaProp e 40 mM de NaBut 

adicionada à água dos bebedouros e o outro grupo tratado com uma quantidade equivalente de 

sódio (132,5 mM NaCl) na água de beber por duas semanas (64). No 14º dia, metade dos 

camundongos de cada grupo, ou seja, 10 animais por grupo, recebeu 10 pmol de AβO e a outra 

metade recebeu PBS em volume de 3 µL através de uma injeção intracerebroventricular (ICV) 

unilateral com uma agulha de 2,5 mm inserida a 1 mm a direita a partir do ponto da linha média 

equidistante de cada olho e 1mm posterior a linha desenhada pela base anterior dos olhos. Para 
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isto, os animais foram anestesiados usando 2.5% de isoflurano (Cristália, São Paulo, Brasil) 

num sistema de anestesia inalatória (sistema a vapor) e cuidadosamente manipulados somente 

durante o processo de injeção (160,161). Os camundongos que mostraram sinais de erros de 

injeção ou algum sinal de hemorragia foram excluídos do experimento. Vinte e quatro horas 

após a injeção dos AβO os animais foram submetidos a testes comportamentais para avaliar 

alterações de memória e humor relacionados à DA na ordem do menos estressante ao mais 

estressante, como descrito a seguir. A água dos camundongos foi trocada duas vezes por semana 

e o tratamento com SCFAs ou NaCl foi mantido até o fim do experimento. O peso dos animais 

e volume de água ingerida foram monitorados ao longo de todo o experimento. 

 

 

Figura 8: Desenho experimental da suplementação com SCFAs. Detalhes do experimento 

estão descritos na seção 3.6. O peso e consumo de água dos animais foi monitorado a cada 7 

dias. NIH: supressão alimentar induzida pela novidade (novelty induced hypophagia). NOR: 

reconhecimento de objeto novo (novel object recognition). MBT: teste de esconder esferas 

(marble burying test). FST: teste de nado forçado (forced swim test). PAT: teste de esquiva 

passiva (passive avoidance test). 

 

 

3.7.Depleção da microbiota bacteriana intestinal 

 

 O desenho experimental está ilustrado na Figura 9. Quarenta camundongos Swiss 

machos de 8 semanas de idade foram mantidos como descrito acima e divididos aleatoriamente 

em dois grupos, dos quais um desses foi tratado por duas semanas com uma solução de 

antibióticos de amplo espectro (ABX) contendo 0,5 mg/mL de ampicilina, 0,5 mg/mL de 

neomicina, 0,5 mg/mL de metronidazol e 0,25 mg/mL de vancomicina adicionados à água do 

bebedouro como descrito anteriormente (162). Em seguida, os grupos foram divididos em dois 

e foi iniciado o protocolo de tratamento com os SCFAs por duas semanas, como descrito acima, 

mantendo o tratamento com antibióticos do grupo depletado. No 28º dia metade dos animais 
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receberam os AβO e metade recebeu PBS por via ICV, totalizando 5 animais por grupo, e no 

29º dia iniciaram-se os experimentos de comportamento. O peso dos animais e volume de água 

ingerida foram monitorados ao longo de todo o experimento. Os tratamentos pela água 

continuaram até o fim do experimento. 

 

 

Figura 9: Desenho experimental da depleção da microbiota intestinal por antibióticos de 

amplo espectro e suplementação com SCFAs. Detalhes do experimento estão descritos na 

seção 3.7. O peso e consumo de água dos animais foi monitorado a cada 7 dias. ABX: solução 

de antibióticos de amplo espectro. NIH: supressão alimentar induzida pela novidade (novelty 

induced hypophagia). NOR: reconhecimento de objeto novo (novel object recognition). PAT: 

teste de esquiva passiva (passive avoidance test). 

 

 

3.8. Teste de supressão alimentar pela novidade 

 

 Os camundongos foram submetidos a jejum alimentar, mas não hídrico, por 24 horas, 

após o qual foram colocados em caixas de acrílico pretas nas dimensões 50x50x39 cm contendo 

um pellet de ração no centro. Foi registrado o tempo até o primeiro episódio de alimentação 

(latência), com limite máximo de 5 minutos. Imediatamente após, os animais foram transferidos 

para micro-isoladores limpos contendo pellets de comida pesados previamente e mantidos por 

5 minutos. Por fim, foi registrado a quantidade (mg) de pellets consumidos pelo animal. Antes 
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do início de todos os testes comportamentais, os animais foram habituados por 30 minutos à 

sala de experimentação com luz, ruído e temperatura controlados. As caixas de teste e micro-

isoladores foram limpos com álcool 70% entre um animal e outro. 

 

 

3.9. Teste de reconhecimento de objeto novo (NOR) 

 

 O teste foi realizado em caixas de acrílico pretas nas dimensões 50x50x39 cm e foi 

dividido em três fases: (1) campo aberto, em que os camundongos exploram livremente a caixa 

vazia por 5 minutos; (2) treinamento, em que os animais exploram dois objetos idênticos dentro 

da caixa por 5 minutos; (3) teste, em que um dos objetos da fase anterior é substituído por um 

objeto novo e os animais exploram os dois por 5 minutos. A fase de teste foi realizada duas 

horas após a fase de treino. As sessões foram filmadas com auxílio do programa ANY-Maze e 

foi registrado o tempo de exploração de cada objeto pelo camundongo, considerando que o 

animal explorou o objeto quando este foi tocado pelas patas ou pelo focinho. O tempo de 

exploração de cada objeto foi convertido em percentual e expresso como porcentagem de 

reconhecimento do objeto, a qual foi obtida através da multiplicação do tempo de exploração 

de cada objeto por 100 e o valor resultante dividido pelo tempo total de exploração. Os 

resultados foram analisados comparando a média do tempo de exploração em cada objeto com 

o valor fixo de 50% (* ≠50%). Por definição, os animais que reconhecem o objeto familiar e 

aprendem a tarefa deveriam explorar mais 50% do tempo o objeto novo. As caixas e seus 

elementos foram limpos com álcool 70% a cada sessão (163). Os objetos utilizados para 

exploração foram artefatos de plástico, com diferentes tamanhos, cores, texturas e formatos. 

Eles foram fixados com fita adesiva no chão da caixa e os animais não conseguiam movê-los. 

 

 

3.10.  Teste de esconder esferas 

 

 Foram utilizados micro-isoladores limpos preenchidos com maravalha até 5 cm de altura 

distribuída uniformemente. 20 esferas de vidro foram distribuídas uniformemente sobre a 

maravalha no formato de 4x5. Cada camundongo foi colocado individualmente na caixa por 

um período de 30 minutos. Ao final do teste, o animal foi cuidadosamente retirado e foram 

contadas as esferas escondidas (mais de 2/3 da superfície da esfera escondida) (164). 
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3.11.  Teste de nado forçado (FST) 

 

 Os camundongos foram submetidos a natação forçada por 6 minutos em um contêiner 

cilíndrico contendo água a temperatura de 24ºC em quantidade suficiente para impedir o apoio 

das patas no fundo do cilindro, mas evitando a fuga pela borda superior. A água foi trocada 

entre cada animal. O tempo de natação foi dividido em 2 primeiros minutos, em que a maioria 

dos animais apresenta comportamento de tentativa de fuga, e 4 últimos minutos, em que surge 

o comportamento de imobilidade. O tempo de imobilidade foi cronometrado e usado como 

parâmetro para comportamento do tipo-depressivo (165), onde um aumento no tempo de 

imobilidade durante esse teste representa uma redução no comportamento de desespero de 

tentar sair da situação. 

 

 

3.12.  Teste de esquiva passiva 

 

 O teste de esquiva passiva foi realizado utilizando uma caixa de metal fosca (Insight) 

com uma das paredes em acrílico, uma pequena área do assoalho plana (plataforma de escape) 

e uma área maior de barras condutoras de eletricidade, a qual é ligada a um aparelho que permite 

regular e disparar um choque elétrico nas barras. O teste é composto por uma sessão de treino 

e uma sessão de teste, que são realizadas em dias consecutivos. Na sessão de treino, os 

camundongos foram colocados na área plana da caixa e foi registrado o tempo de latência para 

descer com as quatro patas na área das barras. Nesse momento, os animais receberam um 

choque de 0,4 miliamperes durante 3 segundos, após o qual foram devolvidos às caixas de 

residência. Na sessão de teste, 24h após o treino, os animais foram colocados novamente na 

área plana da caixa e foi cronometrado o tempo de latência para a descida do animal com as 

quatro patas na área de barras até um limite máximo de 5 minutos. O tempo de latência na 

sessão de teste foi usado como parâmetro para a memória aversiva. 
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3.13. Avaliação de acetilação de histonas por Western Blotting 

 

 Camundongos Swiss foram injetados intraperitonealmente com 750 mg/kg de butirato 

de sódio e submetidos à eutanásia 30 e 60 minutos após a injeção (173–175). O hipocampo foi 

coletado e homogeneizado em tampão de extração de proteínas (RIPA) contendo inibidor de 

protease e inibidor de fosfatase. A quantidade total de proteínas foi determinada pelo método 

de ácido bicinconínico (BCA, Thermo Fisher Scientific).  Os homogenatos então foram diluídos 

em tampão de amostra contendo 125 mM Tris-Cl, 10 % de SDS, 0,05 % de Azul de Bromofenol, 

5% de β-mercaptoetanol e 50% de glicerol ou tampão de amostra contendo 125 mM Tris-Cl, 

10 % de SDS, 0,05 % de Azul de Bromofenol e 50% de glicerol. Para eletroforese, 40 µg de 

proteínas foram separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 14%) com tampão de corrida 

desnaturante Tris-glicina (25 nM Tris, 192 mM glicina, 0,1 % SDS - pH 8,3) em voltagem 

constante (150 V) por aproximadamente 1:30h. As proteínas foram então eletrotransferidas para 

membranas de nitrocelulose (Hybond ECL) em tampão de transferência (25 mM Tris, 192 mM 

glicina, 10 % metanol - pH 8,3) por 1:30h em voltagem constante (100V) a 4ºC. 

 A transferência foi verificada pelas bandas do padrão de peso molecular na membrana, 

e pela coloração desta com vermelho de Ponceau (0,1% Ponceau-S em 5% ácido acético) por 3 

minutose posteriormente lavadas com tampão salino de Tris-Tween (TBS-T - Tris-buffered 

saline-Tween). 

 Foram analisadas as expressões de histonas 3 e 4 acetiladas e totais por meio de Western 

blot com anticorpos específicos para cada proteína. Para tal, as membranas foram bloqueadas 

com BSA 5% por 1h em temperatura ambiente seguido pela incubação overnight com um 

anticorpo por vez: anti- histona H3 (1:1000), lys-9-acetil-histona-3 (H3K9Ac) (1:1000), histona 

H4 (1:1000), lys-16-acetil-histona-4 (H4K16Ac) (1:1000) e β-actina (1:5000) diluídos em 

solução de bloqueio. Em seguida as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e incubadas 

com anticorpos secundários conjugados a peroxidase anti-IgG de coelho (1:1000) ou de 

camundongo (1:1000), por 1h. Após este período, as membranas foram lavadas 3 vezes com 

TBS-T e 1 vez com tampão salino de Tris (TBS - Tris-Buffered Saline), e as bandas reveladas 

por quimioluminescência com o substrato Pierce™ ECL SuperSignal West Femto Maximum 

Sensivity (ThermoFisher) e visualizadas com o sistema de imagem C-Digit (Uniscience). As 

imagens digitalizadas foram salvas em alta resolução (300 dpi) e as bandas foram quantificadas 

por densitometria das imagens no software ImageJ V.1.48. Os resultados foram representados 

como a média ± erro padrão dos valores de densitometria normalizados pela média do veículo.  
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3.14. Análise estatística 

 

 Os dados obtidos das quantificações foram dispostos em planilhas do software 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, La Jolla, CA) e testados quanto à normalidade. Os dados são 

expressos como média e desvio padrão da média dos valores obtidos em experimentos 

independentes. O teste estatístico aplicado, indicado em cada resultado, foi escolhido em função 

análise de distribuição dos resultados e das condições experimentais. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas sempre que o valor de p foi menor ou igual a 0,05. 

 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeito dos SCFAs sobre a neuroinflamação induzida pelos AβOs na cultura 

organotípica 

 

 Inicialmente, avaliamos o efeito do butirato (NaB) e do propionato (NaP), os dois 

SCFAs com efeito biológico mais pronunciado (166–168), sobre a neuroinflamação induzida 

pelos AβOs. Nossos resultados mostram que o tratamento de culturas organotípicas de 

hipocampo com ambos os SCFAs levou a uma redução significativa nos níveis das citocinas 

TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-10 no meio de cultivo induzidos pelos AβOs (Figura 10). 
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Figura 10: Butirato de sódio e propionato de sódio reduzem a secreção de citocinas 

induzida por AβOs in vitro. Culturas organotípicas de hipocampo foram expostas ao veículo 

ou a 500 nM de AβOs e tratadas com 10 mM de butirato de sódio (NaBut) ou 3 mM de 

propionato de sódio (NaProp). Os níveis das citocinas TNF-α (a), IL-6 (b), IL-1β (c) e IL-10 

(d) foram determinados por ELISA no meio de cultivo 24 horas após tratamento com os SCFAs 

e a exposição aos AβOs (n= 3-5 culturas independentes, pool de 3 animais por cultura. ANOVA 

de duas vias com pós-teste de Holm–Šidák, **p< 0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 
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 Uma vez que o tratamento das culturas com butirato ou propionato levou a uma 

significativa redução dos níveis das citocinas inflamatórias, nós avaliamos a ativação da 

microglia. A imunomarcação para IBA-1 (indicador de ativação microglial) nas fatias da cultura 

organotípica de hipocampo mostrou claramente a capacidade do butirato de sódio isoladamente 

ou em conjunto com propionato e butirato (SCFA) em reduzir a quantidade de células da 

microglia positivas para IBA-1. O mesmo efeito não foi observado no tratamento com acetato 

de sódio ou propionato de sódio. Não foi possível observar a diferença no número de células 

positivas para IBA-1 entre culturas expostas aos AβOs e culturas expostas ao veículo (Figura 

11). 
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Figura 11: Butirato de sódio reduz o número de células da microglia positivas para IBA-

1 em fatias de cultura organotípica de hipocampo. As culturas foram tratadas com 12 mM 

de acetato de sódio (NaAc), 3 mM de propionato de sódio (NaProp), 10 mM butirato de sódio 

(NaBut) ou a combinação dos três ácidos graxos (SCFA) e expostas a 500 nM de AβOs ou 

veículo sem peptídeo (Vh) como descrito nos métodos. Vinte e quatro horas após as fatias foram 

fixadas e marcadas para IBA-1. (a) Em vermelho células imunomarcadas por IBA-1, em azul 

núcleos de células marcadas por Hoescht. Cada painel mede 775 μm x 775 μm (b) Contagem 

de células marcadas por IBA-1. (n= 2 culturas independentes. ANOVA de duas vias com pós-

teste de Holm–Šidák, ****p<0,0001). 

 

 

4.2. Efeito da suplementação com SCFAs sobre a alterações comportamentais induzidas 

pelos AβOs 

 

 Dado os resultados indicando que os SCFAs reduzem os níveis das citocinas 

inflamatórias no modelo in vitro e considerando as crescentes evidências mostrando que a 

modulação da microbiota intestinal com aumento na produção destes ácidos graxos modula a 

homeostasia cerebral, buscamos investigar o efeito da suplementação com os SCFAs sobre 

alterações comportamentais em um modelo in vivo da DA. A adição dos SCFAs na água de 

beber dos animais não alterou o consumo de água nem o peso dos animais (Figura 12).  
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Figura 12: Acompanhamento do peso corporal e consumo de água de camundongos sob 

suplementação com SCFAs. Os animais foram suplementados com os SCFAs ou quantidade 

equivalente de cloreto de sódio durante 14 dias e foram pesados semanalmente em balança 

analítica. A partir da primeira semana, foi medida a quantidade de água ingerida em cada gaiola 

por semana. Não foi detectada nenhuma variação significativa de peso (a) ou consumo de água 
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(b) nos animais em experimentação em qualquer condição de tratamento (n=19 animais por 

grupo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas e pós-teste de Holm–Šidák). 

 

 Para avaliar o efeito dos SCFAs sobre alterações cognitivas e comportamentais 

induzidas pelos AβOs, um grupo de animais recebeu uma injeção intracebroventricular de 

AβOs e todos os animais foram submetidos aos testes de reconhecimento de objetos (NOR), 

esquiva inibitória, nado forçado (FST), esconder esferas, e supressão alimentar pela novidade. 

Resultados representativos dos testes comportamentais estão sumarizados na Figura 13. Ainda 

que nenhuma alteração na memória de reconhecimento tenha sido observada 24 horas após a 

injeção dos AβOs (Figura 13a), seis dias após a injeção dos AβOs os animais apresentaram 

comprometimento cognitivo o qual foi parcialmente prevenido pelos SCFAs (Figura 13b). 

Todos os animais apresentaram atividade locomotora comparável no campo aberto e não houve 

preferência por nenhum objeto durante a fase de treino. 
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Figura 13: Alterações cognitivas e comportamentais em camundongos tratados com 

SCFAs. Os animais foram suplementados com SCFAs ou quantidade equivalente de cloreto de 

sódio durante 14 dias e receberam 10 pmoles de AβOs ICV. (a) percentual de exploração de 

um objeto familiar (Fam.) ou novo no teste NOR 24 horas após a injeção ICV de 10 pmol de 

AβOs. Os resultados são expressos como a porcentagem do tempo de exploração em cada 

objeto em relação ao tempo total de exploração durante a sessão de teste, e analisados 

estatisticamente usando o teste t de uma amostra, que compara a média do tempo de exploração 

em cada objeto com o valor fixo de 50%. Por definição, os animais que reconhecem o objeto 

familiar e aprendem a tarefa deveriam explorar mais 50% do tempo o objeto novo. (b) 

percentual de exploração de um objeto familiar (Fam.) ou novo (New) no teste NOR 6 dias após 

a injeção ICV de AβOs. (c) Tempo de latência para a descida da plataforma no teste de esquiva 

passiva. Resultado expresso como mediana e intervalo interquartis. (d) Tempo de imobilidade 

no FST. (e) Número de esferas escondidas por animal no teste de esconder esferas. (f) Tempo 

de latência no teste de supressão alimentar pela novidade até o primeiro evento de alimentação 

no campo aberto. (g) Quantidade de ração ingerida no micro-isolador após o teste de supressão 

alimentar pela novidade. n=8-10 animais por grupo. Resultados são expressos como média e 

desvio-padrão e foram analisados por ANOVA de duas vias com pós-teste de Holm–Šidák. 

*p<0,05. Onde não constar, p>0,05. 

 

 Para avaliar a memória aversiva, os animais foram submetidos ao teste de esquiva 

passiva 7 dias após a injeção dos AβOs (Figura 13c). Ainda que preliminar, nossos resultados 

mostram que o grupo injetado com AβOs apresenta uma tendência de dano cognitivo, o que é 

prevenido pelo tratamento com metabólitos (Figura 13c). No FST os animais do grupo injetado 

com AβOs tenderam a ficar mais tempo imóveis do que o grupo controle, o que poderia estar 

relacionado a um comportamento tipo-depressivo (Figura 13d). O tratamento com metabólitos 

não pareceu influenciar o tempo de nado quando isolado, mas mostrou forte tendência a 

melhorar o comportamento tipo-depressivo dos animais injetados com AβOs (Figura 13d). 

 No teste de esconder esferas não foi possível observar diferenças no comportamento 

ansioso/repetitivo dos camundongos (Figura 13e). No teste de supressão alimentar pela 

novidade, os animais dos grupos tratados com SCFAs, tanto injetados com veículo como com 

os AβOs, apresentaram a forte tendência de um menor tempo de latência até o primeiro evento 

de consumir a ração e de consumirem mais ração quando retornados ao micro-isolador (Figura 

13f e 13g). No entanto, a exposição aos AβOs não pareceu influenciar no comportamento dos 

animais. 
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4.3. Efeito da suplementação com SCFAs sobre alterações comportamentais induzidas 

pelos AβOs em animais que foram submetidos a depleção da microbiota intestinal 

 

 Para avaliar o efeito dos SCFAs em condições em que a microbiota bacteriana intestinal 

encontra-se alterada, um grupo de animais foi tratado por 2 semanas com solução de 

antibióticos contendo 0,5 mg/mL de ampicilina, 0,5 mg/mL de neomicina, 0,5 mg/mL de 

metronidazol e 0,25 mg/mL de vancomicina para a depleção da microbiota bacteriana e em 

seguida suplementados com os SCFAs por 2 semanas. O tratamento com antibióticos levou a 

uma perda de peso na primeira semana quando comparados aos animais não tratados, porém 

essa diferença desapareceu a partir da segunda semana de tratamento (Figura 14a). Da mesma 

forma, o consumo de água foi mais baixo no grupo tratado com antibióticos quando comparado 

ao grupo não depletado, porém logo se normalizou (Figura 14b). 
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Figura 14: Acompanhamento do peso corporal e consumo de água de camundongos 

tratados com antibióticos e suplementados com SCFAs. Metade dos animais foi tratada com 

uma solução de antibióticos (ABX - 0,5 mg/mL de ampicilina, 0,5 mg/mL de neomicina, 0,5 

mg/mL de metronidazol e 0,25 mg/mL de vancomicina) durante um total de 28 dias e todos 

foram pesados semanalmente em balança analítica. A partir da primeira semana, foi medida a 

quantidade de água ingerida em cada gaiola por semana. (a) Animais tratados com antibióticos 

apresentaram perda de peso na primeira semana, porém normalização a partir da segunda. (b) 

Não foi detectada nenhuma alteração no consumo de água (n=20 animais por grupo. ANOVA 

de duas vias com medidas repetidas e pós-teste de Holm–Šidák, *p<0,05; ***p<0,001; 

****p<0,0001).  
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 Para avaliar o efeito dos SCFAs nos animais que sofreram depleção da microbiota 

bacteriana intestinal, os animais foram submetidos aos testes de NOR, esquiva passiva e 

supressão alimentar pela novidade após a injeção de AβOs.  Resultados preliminares 

demonstram que apenas os animais injetados com os AβOs e os animais que tiveram a 

microbiota bacteriana depletada apresentaram claro déficit de aprendizado (Figura 15a). 

Interessantemente, o tratamento com metabólitos foi capaz de prevenir parcialmente o dano 

cognitivo induzido pelos AβOs. Surpreendentemente, os animais com a microbiota bacteriana 

depletada, mas injetados com AβOs tiveram uma melhora no aprendizado. Todos os animais 

apresentaram atividade locomotora comparável no campo aberto e não houve preferência por 

nenhum objeto durante a fase de treino. 

Já no teste de esquiva passiva, o pequeno número de animais em cada grupo e a grande 

variação observada dificulta a interpretação dos resultados (Figura 15b). No teste de supressão 

alimentar pela novidade, apesar dos animais injetados com AβOs apresentarem latência para se 

alimentarem maior do que animais controle, a depleção da microbiota bacteriana parece reduzir 

o comportamento ansioso dos animais, mesmo quando injetados com os AβOs (Figura 15c). 

Nenhum grupo apresentou alteração significativa na quantidade de ração consumida no pós-

teste (Figura 15d) 
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Figura 15: Alterações cognitivas e comportamentais induzidas pelos AβOs em animais 

submetidos a depleção da microbiota bacteriana intestinal e suplementados com SCFAs. 

Os animais foram submetidos ao tratamento com antibióticos durante 14 dias como descrito na 

metodologia. Na sequência, receberam uma suplementação com SCFAs ou quantidade 

equivalente de cloreto de sódio durante 14 dias e, então, receberam 10 pmoles de AβOs ICV. 

(a) percentual de exploração de um objeto familiar (Fam.) ou novo (New) no teste NOR. Os 

resultados são expressos como a porcentagem do tempo de exploração em cada objeto em 

relação ao tempo total de exploração durante a sessão de teste, e analisados estatisticamente 

usando o teste t de uma amostra, que compara a média do tempo de exploração em cada objeto 

com o valor fixo de 50%. Por definição, os animais que reconhecem o objeto familiar e 

aprendem a tarefa deveriam explorar mais 50% do tempo o objeto novo (2 d.p.i.; n = 3~6 

animais/grupo). (b) Tempo de latência no teste de esquiva passiva até o animal descer da 

plataforma. Resultado expresso como mediana e intervalo interquartis. (c) Tempo de latência 

no teste de supressão alimentar pela novidade até o primeiro evento de consumo de ração no 

campo aberto. (d) Quantidade de ração ingerida no micro-isolador após o teste de alimentação 

suprimida. n=4-6 animais por grupo. Resultados são expressos como média e desvio-padrão e 
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foram analisados por ANOVA de duas vias com pós-teste de Holm–Šidák. **p<0,01. Onde não 

constar, p>0,05. 

 

 

4.4. Efeito do butirato sobre a acetilação de histonas 

 

 Considerando a redução das citocinas induzidas pelos AβOs mediada pelo tratamento 

com butirato e dado sua potente ação sobre a inibição de histonas desacetilases, camundongos 

Swiss foram injetados intraperitonealmente com butirato de sódio e submetidos à eutanásia 30 

e 60 minutos após a injeção. Nossos resultados indicam que o butirato induziu um aumento na 

acetilação de histonas 3 (peso molecular aproximado de 17 kDa) e 4 (peso molecular 

aproximado de 11 kDa) em ambos os tempos, como pode ser observado pelo aumento na 

proporção de histonas acetiladas sobre histonas totais (Figura 16). 

 

 

Figura 16: Butirato aumenta a acetilação de histonas no hipocampo. A acetilação das 

histonas 3 e 4 foram analisadas por Western blot. (a) Imagem representativa da imunomarcação 

de histona 3 acetilada (H3K9Ac) e total (H3) e (b) quantificação das bandas. (c) Imagem 
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representativa da imunomarcaçãode histona 4 acetilada (H4K16Ac) e total (H4) e (d) 

quantificação das bandas (n=5 animais por grupo, ANOVA de uma via com pós-teste de Holm–

Šidák, **p< 0,01, ****p<0,0001). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Diversos estudos têm descrito que a microbiota intestinal possui um papel crucial no 

neurodesenvolvimento, desempenhando uma função central na maturação e na funcionalidade 

de células da glia (10,29,64). De fato, distúrbios da microbiota podem levar à ocorrência de 

uma microglia imatura e hiper-responsiva em fases posteriores da vida (64,121). Curiosamente, 

essas alterações ocorrem de forma similar àquelas observadas em camundongos nocaute para 

os receptores de SCFAs FFAR2 e FFAR3 (169) e a suplementação com SCFAs em 

camundongos selvagens é capaz de reverter esse perfil da microglia, reduzindo sua hiper-

responsividade (64,120,124,170). Além disso, os SCFAs também apresentam efeito modulador 

sobre a sinalização inflamatória por astrócitos, reduzindo a secreção de IL-1β e aumentando a 

de TGF-β in vitro, ainda que seus efeitos na maturação e função astrocitária no contexto de 

doenças neurodegenerativas não seja completamente conhecido (126) 

 Corroborando com estes estudos, nossos resultados mostram que mediante tratamento 

com propionato e butirato, culturas organotípicas de hipocampo expostas aos AβOs 

apresentaram redução na secreção de todas as citocinas analisadas: TNF-α, IL-1β, IL-6, pró-

inflamatórias, e também IL-10, anti-inflamatória. Ainda que os mecanismos desencadeados por 

estes SCFAs não tenham sido avaliados, uma provável explicação poderia estar baseada na 

indução de um ambiente anti-inflamatório no tecido, via modulação da microglia, desencadeada 

pelo tratamento com propionato de sódio e o butirato de sódio. Concomitantemente, 

observamos um aumento nos níveis de IL-10 induzida pelos AβOs que também foram reduzidos 

pelos SCFAs. O aumento desta citocina poderia ser um mecanismo de proteção intrínseca do 

tecido face à toxicidade desencadeada pelos AβOs e que também foi modulada pelo propionato 

e butirato. Por outro lado, a redução na produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias pode 

induzir por feedback positivo também na redução da secreção de IL-10, uma vez que não há o 

microambiente inflamatório para ser equilibrado (170). 

  



58 

 

 Nesse contexto, a área de neuroimunologia tem expandido vastamente o entendimento 

da DA, uma vez que a microgliose e astrogliose são componentes marcantes na fisiopatologia 

da doença. Análises de genoma completo já mostraram que diversos fatores de risco genético 

estão associados a genes expressos exclusivamente ne microglia no SNC, como TREM2 e 

CD33 (139). Além disso, análises de transcriptoma de célula única levaram à definição de um 

perfil microglial associado a doença (DAM - Disease associated microglia), que consiste no 

aumento da expressão de genes pró-inflamatórios e redução de genes homeostáticos (171,172). 

No entanto, o efetivo papel da microglia na DA parece ser elusivo, pois é necessária a ativação 

de um perfil fagocítico por meio de receptores de membrana, como TREM2 e receptores TAM, 

para a limpeza de peptídeos neurotóxicos e neuritos distróficos (173,174), porém esse processo 

também desencadeia a secreção de citocinas pró-inflamatórias com consequente dano tecidual 

(142,175). Importantemente, parte considerável do dano tecidual se dá pela comunicação 

microglia-astrócito levando a ativação de vias inflamatórias e perda de funções de manutenção 

neuronal (143,175). Essa transição da função microglial provavelmente está atrelada ao estágio 

de progressão da DA, de forma que o entendimento dos fatores que podem modular essas 

funções pode abrir horizontes para novas abordagens terapêuticas. 

 Outra possível explicação para o resultado sobre as citocinas obtido com NaBut e 

NaProp consiste na inativação direta da produção de citocinas pela microglia e pelos astrócitos 

induzida pelos SCFAs, seja por sinalização via receptores (169) seja por modulação epigenética 

via acetilação de histonas (120,124,170). Nesse contexto, a acetilação de histonas tem se 

mostrado muito relevante para maturação e ativação microglial. Isso foi evidenciado em 

animais que quando sofrem nocaute para HDAC1 e HDAC2 no período pré-natal apresentam 

baixo número de células devido a elevada apoptose. Porém, quando o nocaute ocorre no período 

adulto células microgliais não só sobrevivem como também respondem melhor contra o Aβ, 

levando a menor deposição e melhora cognitiva (176). Dessa forma, a memória imune inata da 

microglia, caracterizada por treinamento ou tolerância à dado estímulo, é mediada por 

acetilação de histonas e possivelmente outras alterações epigenéticas (177).  

 Nesse sentido, resultados prévios do nosso grupo já demonstraram que o tratamento de 

animais com butirato de sódio leva a uma redução de citocinas pró-inflamatórias no hipocampo 

e no córtex frontal de camundongos injetados com AβOs. Uma vez que o butirato é conhecido 

como um potente inibidor de HDAC, o que já foi associado à indução de um perfil anti-

inflamatório da microglia (124,166,178), nós observamos que camundongos tratados 

intraperitonealmente com butirato apresentaram um aumento na acetilação das histonas 3 e 4 

no hipocampo, as quais desempenham uma importante função na modulação epigenética 
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microglial. Este resultado corrobora com a teoria de que os SCFAs são mediadores da 

comunicação no eixo microbiota-intestino-cérebro (28,73,91).  

 Ainda relacionado ao efeito dos SCFAs sobre a função microglial, foi constatado pelas 

imagens de imunofluorescência que o butirato é capaz de reduzir o número de células da 

microglia positivas para IBA-1. A expressão de IBA-1 é restrita a populações de macrófagos e 

se apresenta aumentada mediante ativação microglial, estando relacionada a motilidade da 

membrana (179). Isso pode ser indicativo, pelo menos para o butirato, de que a maior parte da 

microglia se torna inativa quando exposta a este SCFA. Os outros metabólitos não apresentaram 

tal redução no número de células positivas para IBA-1; entretanto, ainda é necessário analisar 

outros aspectos dessas células, como intensidade de fluorescência e morfologia, uma vez que a 

morfologia microglial é um forte indicador do perfil dessa célula com relação à resposta imune 

(64,124). Ainda que nós não observemos diferenças no número de células positivas para IBA-

1 entre o grupo controle e o exposto aos AβOs, a análise da circularidade celular e do número 

de processos pode revelar alterações microgliais desencadeadas pelos AβOs importantes na 

mediação da neuroinflamação. 

 Infelizmente nosso modelo in vitro é capaz de responder apenas sobre o papel isolado 

da resposta imune inata cerebral no processo neuroinflamatório da DA, no entanto crescentes 

evidências apontam para um papel importante da resposta imune periférica e adaptativa na 

modulação da doença. Pacientes acometidos pela DA apresentam disfunção da vasculatura 

linfática cerebral e uma marcante redução na população de linfócitos CCR7+, o que foi 

reproduzido em modelo murino transgênico para a doença (5xFAD) e permitiu observar que 

tanto camundongos com pouca cobertura linfática quanto os nocautes para CCR7 tem a 

progressão da doença agravada. Interessantemente, os modelos utilizados apresentaram 

aumento de deposição de Aβ, da microgliose e superexpressão do perfil DAM, além de 

reduzirem drasticamente a eficácia do tratamento com m-Aducanumab, o análogo murino de 

um anticorpo anti-Aβ atualmente aprovado para uso em humanos (62,180). Camundongos com 

vasculatura linfática restaurada e perfil de linfócitos modulado tiveram melhora em testes 

cognitivos. Isso indica que a modulação do sistema imune adaptativo pode ser um importante 

alvo terapêutico para modulação da DA, o que coloca os SCFAs em destaque, uma vez que 

estes são capazes de influenciar a diferenciação de linfócitos circulantes a partir do intestino. 
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 Alterações cognitivas e comportamentais podem ser avaliadas em modelos 

experimentais, o que as torna muito informativa para doenças do SNC como a DA (147,181). 

Nesse sentido, dada a correlação entre disbiose intestinal e as disfunções cerebrais (182), 

estudos recentes focados na modulação da microbiota intestinal demonstraram o potencial dos 

metabólitos microbianos na modulação da cognição e do comportamento. Por meio de 

transplante de microbiota fecal é possível aliviar o acúmulo de Aβ, disfunção sináptica, 

neuroinflamação e déficits cognitivos observados em modelos transgênicos da DA 

(camundongos APP/PS1) (154). Similarmente, o tratamento de camundongos triplo-

transgênicos para a DA (3xTg) com probióticos levou a redução de citocinas inflamatórias, 

dano tecidual e declínio cognitivo (183). Nesse sentido, os experimentos in vivo até o momento 

indicam que a suplementação com os SCFAs pode ser benéfica para o aprendizado e a memória, 

como visto nos testes de NOR e esquiva passiva, apresentando potencial neuroprotetor. 

 Além de alterações cognitivas, a DA apresenta como comorbidades transtornos 

emocionais como depressão e ansiedade, que também podem ser modulados pela composição 

da microbiota intestinal. Tendo em vista duas  teorias da fisiopatologia da depressão, a 

deficiência de monoaminas (184) e o distúrbio da neurogênese (185), evidências clínicas 

mostram que a neuroinflamação e a redução nos níveis de SCFAs estão associados à ocorrência 

da doença (185–187). Em contrapartida, o tratamento com butirato apresenta efeitos 

antidepressivos que revertem sintomas comportamentais em camundongos (117,188–190). 

Nesse sentido, o teste do nado forçado mostrou que animais tratados com os SCFAs 

apresentaram menor comportamento do tipo-depressivo do que animais injetados com AβOs e 

não tratados. Esse resultado está de acordo com o padrão encontrado nos testes cognitivos. Já 

alterações de comportamento ansioso foram avaliadas nos testes de esconder esferas e de 

supressão alimentar pela novidade. O primeiro não demonstrou alterações em nenhum grupo. 

Já no teste da supressão alimentar, a maior diferença foi com relação à presença ou não da 

suplementação com SCFAs sem aparente associação com a injeção dos AβOs. Devido ao 

potencial dos SCFAs em modular também o metabolismo (191–193), fica difícil definir se os 

animais estavam de fato menos ansiosos ou apenas com mais fome, pois os grupos tratados 

comeram mais rápido na fase de teste e se alimentaram mais no pós-teste também. 
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 Como discutido anteriormente, a disbiose intestinal tem sido relacionada ao 

desenvolvimento de diversas doenças do SNC. Considerando as crescentes evidências 

sugerindo que os metabólitos microbianos exercem um papel central no eixo intestino-cérebro, 

para testar a hipótese que os SCFAs modulam os processos cognitivos realizamos um 

experimento onde a microbiota intestinal foi depletada e, posteriormente, os SCFAs 

suplementados na água de beber. Nossos resultados preliminares sugerem que a microbiota 

intestinal desempenha um papel importante para o aprendizado e a manutenção da memória dos 

animais. Paradoxalmente, sua ausência parece proteger contra o declínio cognitivo induzido 

pelos AβOs, de acordo com o teste de NOR. Por outro lado, animais depletados da microbiota 

e suplementados com SCFAs pareceram melhorar a memória de reconhecimento quando 

comparados com animais sem depleção da microbiota e suplementados com SCFAs.  

 Esse achado está de acordo com parte da literatura recente mostrando que a ausência da 

microbiota intestinal resulta na redução de biomarcadores das doenças de Alzheimer (194) e 

Parkinson (195). Uma possível explicação seria pelo perfil de maturação microglial que animais 

GF adquirem, o qual é caracterizado por aumento da quantidade e comprimento das 

ramificações e hiper responsividade a estímulos (96). Somado a isso, achados recentes mostram 

que a ativação microglial é importante nos estágios iniciais da DA, mas que tende a gerar um 

perfil hiper inflamatório a longo prazo (130). Dessa forma, é possível inferir que a microglia 

hiper-responsiva ao estímulo de Aβ pode apresentar uma boa resolução da doença no modelo 

murino, mas não foi testada na forma crônica em animais idosos.  Ademais, animais GF 

apresentam alterações no sistema imune periférico que provavelmente podem se refletir na 

atividade microglial frente a um desafio. Entretanto, os mecanismos de controle da DA pelo 

sistema imune ainda não são completamente conhecidos, bem como os mecanismos que 

medeiam a conversa entre a microbiota intestinal e o SNC ainda permanece por ser elucidado. 

 Nossos resultados, ainda que preliminares, uma vez que o desenvolvimento 

experimental foi severamente afetado pela pandemia de COVID-19, sugerem que os SCFAs 

potencialmente exercem efeitos neuroprotetores frente ao processo neurodegenerativo induzido 

pelos AβOs. Dessa forma, mais estudos serão realizados para finalizar as análises 

comportamentais e determinar os possíveis mecanismos envolvidos no efeito da suplementação 

com os SCFAs contra a toxicidade desencadeada pelos AβOs. 
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6. CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

 Apesar de a literatura apresentar resultados conflitantes sobre a modulação da 

microbiota intestinal e alterações cognitivas na DA, o papel dos SCFAs na modulação de 

diversas funções biológicas, incluindo aquelas relacionadas a fisiologia cerebral, tem recebido 

considerável destaque nos últimos anos. Ainda que mais experimentos sejam necessários para 

compreender o papel dos SCFAs em nosso modelo, nossos resultados preliminares apontam 

que os SCFAs, principalmente o butirato, tem potencial promissor para modular a atividade da 

microglia e as alterações cognitivas desencadeadas pelos AβOs. 

 

 

7. PERSPECTIVAS 

 

 Devido a pandemia de COVID-19, muitos experimentos planejados para esta 

dissertação foram severamente comprometidos. Por isso, ainda é necessário repetir os testes de 

comportamento e analisar a microscopia confocal em maior aumento para confirmação dos 

resultados obtidos neste projeto. Ainda assim, fomos capazes de publicar um artigo de revisão 

na revista Frontiers in Endocrinology intitulado “The Role of Short-Chain Fatty Acids From 

Gut Microbiota in Gut-Brain Communication” focado no assunto da dissertação dentro do 

prazo de execução do mestrado. Por fim, para aprofundar o conhecimento do papel dos SCFAs 

sobre o processo neuroinflamatório da DA eu darei continuidade ao projeto no doutorado com 

novos experimentos. Os novos objetivos para o projeto são: 

 1. Investigar o efeito dos SCFAs sobre a morfologia microglial e a neuroinflamação 

induzidas pelos AβOs; 

 2. Investigar o efeito dos SCFAs sobre a capacidade de fagocitose de AβOs pela 

microglia; 

 3. Investigar o efeito dos SCFAs sobre a toxicidade sináptica induzida pelos AβOs; 

 4. Investigar o efeito dos SCFAs sobre o perfil fenotípico de células T circulantes e 

infiltrantes no parênquima cerebral; 

 5. Investigar o papel de células T circulantes e infiltrantes no parênquima cerebral na 

mediação dos efeitos dos SCFAs sobre alterações comportamentais induzidas pelos AβOs. 
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9. ANEXO I: Artigo de revisão publicado durante o período do mestrado 
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