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1. INTRODUCAO

A Komagataella pastoris KM71H €& uma levedura metilotréfica que teve
recentemente descritas suas propriedades probidticas e antidepressivas em
modelos animais (BIRMANN et al.,, 2021). Os probidticos sdo definidos como
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002) e por isso, 0
interesse em seu uso para a prevencao e tratamento de diversas doencas através
da modulacdo da microbiota intestinal vem aumentando na ultima década
(FRANCA et al., 2015; CARLESSI et al., 2021).

O microbioma é responsavel por uma série de processos bioldgicos,
influenciando também na neurobiologia do hospedeiro através da comunicagéo
bidirecional com o sistema nervoso central (SNC), mais conhecido como eixo
microbiota-intestino-cérebro (CARLESSI et al., 2021). Assim, a microbiota exerce
importante influéncia sobre vias metabdlicas, estendendo-se além do ambiente
gastrintestinal. Contudo, praticas modernas como o0 uso de antibacterianos
impactam diretamente na biodiversidade dos microrganismos que colonizam o
intestino. Na conjuntura atual da pandemia, a escassez de tratamentos eficazes
tem levado ao aumento da prescricdo de antibacterianos e uso indiscriminado
desses medicamentos (USMAN et al.,, 2020), tanto para prevenir a coinfeccao
bacteriana em casos diagnosticados de COVID-19 quanto como medida profilatica
para prevencdo da infec¢éo pelo virus.

O uso excessivo, prolongado ou incorreto de muitos antibacterianos podem
acarretar em graves consequéncias a saude como a profunda perda da diversidade
microbiana (KIM et al., 2017) e aumento da permeabilidade da barreira intestinal,
cuja integridade € importante para impedir que metabdlitos indesejaveis, como
toxinas bacterianas, ultrapassem o lumen intestinal e alcancem a corrente
sanguinea produzindo uma resposta inflamatéria. Assim, a disbiose intestinal leva
a ativacao da resposta imune ao induzir a producédo de citocinas pré-inflamatorias,
podendo atingir o SNC, ocasionando uma neuroinflamagdo (CARLESSI et al.,
2021) e consequente desenvolvimento de transtornos neuropsiquiétricos, como a
depressao.

Nesse sentido, o Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia vem amplamente
estudando a atividade da Komagataella pastoris KM71H em camundongos, como
um probi6tico com acdo no SNC e possivel agente terapéutico para o tratamento
do transtorno depressivo maior (TDM). Embora exista uma alta prevaléncia mundial
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da depressao, os tratamentos disponiveis para esse transtorno ainda sao limitados
(WHO, 2017).

Dessa forma, o presente trabalho objetiva avaliar o efeito da K. pastoris
KM71H na reversdo do fenétipo tipo-depressivo, induzido pelo antibacteriano
clindamincina, em camundongos através da analise dos resultados obtidos no teste
comportamental splash test e no ensaio de transcricao reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR).

2. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados camundongos Swiss
machos adquiridos no biotério central da Universidade Federal de Pelotas (CEEA:
11133-20). Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: (1)
salina + PBS, (2) salina + K. pastoris KM71H, (3) clindamicina + PBS e (4)
clindamicina + K. pastoris KM71H. No dia 1 foi administrada a clindamicina (200 pL,
pela via intraperitoneal [i.p.]) ou salina e apés 24h foi realizado o tratamento com
K. pastoris KM71H (a 8 log UFC.g! / animal, através da via intragastrica [i.g.]) ou
PBS durante 14 dias consecutivos (Fig. 1).

No dia 16 o comportamento tipo-aneddnico dos camundongos foi avaliado
através do splash test. Para isso, os animais foram colocados individualmente em
um aparato de 9 cm x 7 cm x 11 cm e sobre seu dorso foi aplicada uma solucéo de
sacarose a 10%. O tempo total de autolimpeza foi cronometrado durante 5 minutos
(FREITAS et al., 2013). Desta forma, o comportamento motivacional foi mensurado
através do tempo de autocuidado.

Teste comportamental
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Figura 1. Delineamento experimental para a avaliagcao do efeito do tipo-antidepressivo da K. pastoris
KM71H em camundongos tratados com clindamicina. i.p.: intraperitoneal, i.g.: intragastrica, gRT-
PCR: transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.

Posteriormente, os camundongos foram submetidos a eutanasia por overdose
de inalacéo de isoflurano, seguida de deslocamento cervical. Foi coletado o tecido
do intestino delgado para extragdo de mRNA total usando TRIzol seguido do
tratamento com DNase com kit DNA-free® e quantificacdo de mRNA por gRT-PCR.
O cDNA foi sintetizado usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
conforme indicado pelo fabricante. A amplificagéo foi feita com UltraSYBR Mix
usando a Stratagene Mx3005P. A normalizacdo das expressdes génicas foi
realizada como B-actina nas condic¢des: 95 °C por 15 s, 60 °C por 60 s e 72 °C por
30 s. O método Delta-Delta Comparative Threshold foi usado para normalizar a
alteracdo dobrada na expressao do gene. Os primers utilizados estédo dispostos na
tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers usados no qRT-PCR.

Primer Sequéncia do primer

Ocludina Fw 5 GGACCCTGACCACTATGAAACAGACTACY
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Ry 5 ATA GGT GGA TAT TCC CTG ACC CAGTC &

Z6nula ocludente-1 F. 5 GCACCATGC CTA AAG CTG TC-3
(Zo-1) R, 5 ACT CAA CAC ACC ACC ATT GC 3’

76nula ocludente-2 Fw 5 GGA GAC CAG ATT CTG AAG GTG AACACAC3
(20-2) Ry 5 ACCTTT GGG GAT TTC TAG CAG GTA GAG GAC 3

F.: forward; R,: reverse,

Os dados obtidos foram avaliados por meio do software GraphPad Prism 8.0
através da analise de variancia bidirecional seguida pelo teste de post hoc Tukey.
Os resultados foram expressos como a meédia + desvio padrdo da média, sendo
considerados significativos quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no teste comportamental demonstram que o tratamento
com K. pastoris KM71H por 14 dias consecutivos foi capaz de reverter a diminui¢ao
do tempo de autolimpeza induzida pela administracdo de clindamicina (Fig. 2A), 0
gue caracteriza seu efeito tipo-antidepressivo.
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Figura 2. Efeito do tratamento com K. pastoris KM71H no (A) tempo de autolimpeza dos animais;
na (B) expressdo de mRNA de ocludina no intestino delgado, (C) expressdo de mRNA de zbénula
ocludente-1 no intestino delgado e (D) expressdo de mRNA de z6nula ocludente-2 no intestino
delgado. Os dados estdo expressos como a média + desvio padrdo da média. # p < 0,05; ## p <
0,01 e ### p < 0,001 quando comparado com o grupo PBS. * p < 0,05 e ** p < 0,01 quando
comparado com o grupo clindamicina. As analises foram realizadas por ANOVA bidirecional seguida
pelo post hoc de Tukey. PBS: tampéo fosfato-salino.

Como mencionado, a funcdo primaria do epitélio intestinal € formar uma
barreira que evite a passagem de patdégenos e antigenos luminais para a mucosa
(FENG et al., 2019). Dessa forma, as células que compdem esse epitélio sdo
fortemente unidas por associacfes de proteinas integrais que incluem as zénulas
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ocludentes (Zo-1 e Zo-2), ocludinas e claudinas, as quais contribuem para a
formacgéo das juncdes oclusivas. A microbiota intestinal saudavel também favorece
o fortalecimento dessa barreira, promovendo a absor¢cdo de nutrientes,
desenvolvimento do sistema imunologico e restringindo a colonizacdo por
patogenos (KIM et al., 2017).

Assim, um desequilibrio causado nesse microbioma, como pelo uso de
antibacterianos, pode proporcionar o0 aumento da permeabilidade intestinal pelo
rompimento das juncgdes oclusivas e regulacdo positiva das vias inflamatérias e
oxidativas que contribuem para o aumento do dano tecidual (FENG et al., 2019).
Através dos ensaios de qRT-PCR, nosso estudo mostrou que a clindamicina
aumentou a permeabilidade da barreira intestinal dos animais, caracterizada pela
diminuicdo da expressao de mRNA das ocludinas, Zo-1 e Zo-2, como mostrados
nas figuras 2B, 2C e 2D, respectivamente. Em contrapartida, o tratamento como a
K. pastoris KM71H restaurou a expressao destas proteinas.

Em sintese, os transtornos neuropsiquiatricos, como o TDM, podem estar
intimamente associados a composicado alterada da microbiota e aumento da
permeabilidade gastrintestinal. Nesse sentido, o uso de probidticos pode ser uma
abordagem interessante para a recuperacao do microbioma (FRANCA et al., 2015),
ao atuarem por meio da modulacdo do sistema imunolégico, producdo de
substancias antimicrobianas, exclusdo competitiva de microrganismos patogénicos
e fortalecimento da barreira intestinal (CARLESSI et al., 2021).

4. CONCLUSOES

Em vista dos resultados apresentados, nosso estudo evidencia os efeitos tipo-
antidepressivos da K. pastoris KM71H, apoiando seu uso para o desenvolvimento
de um novo probiético como estratégia para o tratamento do TDM.
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