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1. INTRODUCAO

A depressao maior afeta duas vezes mais mulheres que homens (ALBERT,
2015), entretanto, na pesquisa neurocientifica a grande maioria dos estudos utili-
zam somente roedores machos para analises e validacbes de medicamentos e no-
vos farmacos (BIAN et al., 2021). Portanto, neste estudo, nos propomos o uso da
levedura Komagataellla pastoris KM71H para o tratamento da depressao pés-parto
(DPP) em camundongos fémeas e na sua prole de fémeas na fase adulta em um
protocolo de separacao materna (SM). A DPP afeta entre 15% e 20% das mulheres
apos o parto (MUGHAL, et al., 2022), sendo um fator de risco em populagdes vul-
neraveis, e uma das principais consequéncias € a falta do cuidado materno. Os
primeiros cuidados na infancia € de extrema importancia para o neurodesenvolvi-
mento dos filhos, sendo que a falta desse cuidado materno se torna um estressor,
predispondo ao desenvolvimento de depressdo mais tarde na vida (CUI et al.,
2020).

Para buscar novas intervencgdes para o tratamento da depresséao, o eixo mi-
crobiota intestino cérebro est4 ganhando atencédo da ciéncia nos ultimos anos. O
uso de probidticos é capaz de modificar a composi¢cao de microrganismos no intes-
tino, favorecendo uma microbiota saudavel e diversa (GRAZUL et al., 2016). Esta
diversidade permite a liberacdo de diversos compostos neuroativos que modulam
0 cérebro, como a liberacdo de neurotransmissores (SARKAR et al., 2016), e que
diminuem o estresse oxidativo (LIN et al., 2022), protegendo contra a degradacao
de biomoléculas, permitindo prevenir e tratar diversos neuropatologias que afetam
0 sistema nervoso central, incluindo a depressao.

A K. pastoris KM71H é uma levedura metilotrofica e recentemente teve suas
propriedades probidticas e antidepressivas caracterizadas (BIRMANN et al., 2021,
FRANCA et al., 2015). Buscando ampliar os seus mecanismos de a¢ao, o protocolo
de SM se torna interessante. Neste protocolo é possivel investigar DPP nas maes,
e mimetizar o estresse na infancia da prole para investigar o comportamento de-
pressivo na fase adulta.

Com tudo descrito, o objetivo desse trabalho é avaliar o uso da K. pastoris
KM71H em reverter a DPP das mées e o comportamento tipo depressivo dos ca-
mundongos fémeas na fase adulta ap0s a separa¢do materna.

2. METODOLOGIA

Para este trabalho a K. pastoris KM71H foi diluida em 500 pL de tampé&o fos-
fato-salino (PBS) para concentracédo de 8 logs UFC.g. O projeto foi aprovado pelo
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CEEA (20311-2020). Os animais foram mantidos em um ciclo de claro/escuro de
12h e mantidos a temperatura ambiente (22 +- 1°C), com livre acesso de agua e
comida.

O protocolo experimental de SM encontra-se na figura 1. No dia zero foi de-
terminado com o nascimento dos animais, e a partir do 2° ao 14° dia as maes foram
removidas das gaiolas por 3 horas e realocados apés o final do tempo. No dia 21,
foi realizado o desmame e a prole foi separada pelo sexo. A partir do dia 21 as
maes receberam o tratamento de PSB ou K. pastoris KM71H na concentracéo de
8 log UFC.g™ pela via intragastrica (i.g) durante 14 dias, e no dia 36 foram realiza-
dos os testes comportamentais e a eutanasia para coleta do hipocampo. A prole,
na fase adulta, recebeu a levedura ou PBS na mesma concentracdo do dia 46 ao
59. No dia 60 foi realizado a coleta das fezes, os testes comportamentais e a euta-
nasia para a coleta do hipocampo. Para avaliar o efeito do tipo antidepressivo foi
realizado o teste de suspenséo da cauda (TSC), neste teste é avaliado o tempo de
imobilidade que € cronometrado durante 6 minutos, dos quais os dois primeiros
foram considerados como periodo de ambientag&o e os quatro ultimos como resul-
tado do teste (STERU et al., 1985), e o Splash test, avaliando o autocuidado do
camundongo em um periodo de 5 minutos apés a aplicacdo de uma solucdo de
10% de sacarose no dorso dos animais (HAJ-MIRZAIAN et al., 2015). Por fim, foi
avaliado o nivel de espécies reativas ao oxigénio (EROS) no hipocampo dos ca-
mundongos de acordo com (LOETCHUTINAT et al., 2005) e medido o pH das fezes
da prole (CHANG et al., 2012).

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e
considerados significativos quando p < 0,05. As andlises estatisticas foram
realizadas pela andlise de variancia de duas vias seguidas pelos testes de post hoc
Tukey através do software GraphPad Prism 8.0.

Protocolo de separagdo materna - Mées
Grupo Tratamento

Dia 02 Dia14 Dia21 Dia35 Dia36

T T T T T Controle Controle + PBS
Coleta de fezes K. pastoris per se Controle + K. pastoris
Separagdo materna Tratamento de PBS ou Testes N
180 minutos/dia K. pastoris KM71H na ‘°m§°"a'!“?““"‘
dose de 8 log UFC.g (i.g) u;:réassla Induzido SM + PSB
. Tratado SM + K. pastoris
Protocolo de separagdo materna - Prole
Dia 02 Dia14 Dia21 Dia 46 Dia59 Dia60
Desmame Coleta de fezes
- Separagao em gaiolas Testes comportamentais
Separagao materna Tratamen.tn de PBS ou Eutanasia
180 minutos/dia v K. pastoris KM7151 na EROS
dose de 8 log UFC.g1(|‘g)

Figura. 1 Delineamento experimental do projeto. EROS — espécies reativas ao oxigénio.
SM = Separacdo materna

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a SM as maes e a prole apresentaram comportamento tipo depressivo
guando comparado ao controle, evidenciado pelo aumento do tempo de imobilidade
no TSC (Fig. 2A e 2E) e da reducao do tempo de limpeza no Splash test (Fig. 2B e
2F) apo6s a aplicacédo da solugdo de sacarose. O tratamento com a K. pastoris
KM71H reverteu o comportamento tipo depressivo dos camundongos no Splash
test, e somente reverteu 0 comportamento na prole das fémeas no TSC.

Nas maes e na prole, 0s grupos estressados apresentaram um aumento no
nivel de EROS no hipocampo quando comparado ao grupo controle (FigC e F), e
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houve a reverséao da formacdo de EROS apds a administracdo da levedura. Nas
proles, o pH das fezes ndo aumentou apds o0 estresse em comparacao ao controle
(Fig. 2G), ja o tratamento com a K. pastoris KM71H reduziu o pH fecal.
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Figura 2. Efeito do tratamento com a K. pastoris KM71H no teste da suspenséao da
cauda (A e D), no Splash Test (B e E), nos niveis de espécies reativas ao oxigénio
(EROS) no hipocampo de camundongos (C e F) e no de pH nas fezes da prole (G).
Os dados estdo expressos em média * erro padrdo da média (A, B, Cn=7; D, E,
F,Gn=29).#p<0,05## p <p 0,01 e ### p< 0,001 quando comparados com o
grupo controle, e * p<0,05 ** p<0,01 e **p< 0,001 quando comparados com 0 grupo
induzido. PBS: Tampéao fosfato-salino. SM: separacdo materna.

Controle sMm Controle M

A desregulacdo hormonal € um dos principais fatores que contribuem para
a DPP em mulheres (MUGHAL, et al., 2022), podendo entrar em um episodio de-
pressivo por dias ou até mesmo meses. Isto afeta negativamente a mae e seus
filhos, uma vez que o cuidado materno é importante para o desenvolvimento das
criancas em seus primeiros meses de vida (CUI; et al., 2020). Estudos indicam que
0 estresse pode afetar e predispor a crianca a depressao na fase adulta, uma vez
gue o estresse acontece em uma janela critica de neurodesenvolvimento apés o
nascimento (BIAN, 2021). Tendo esté tematica tdo importante, novos tratamentos
precisam ser estudados para tratar a depresséo, e a conexao entre a microbiota, o
intestino e o cérebro permite a reversao de sintomas e biomarcadores através dos
probidticos.

A levedura probiotica K. pastoris KM71H se tornou efetiva em reverter o com-
portamento tipo depressivo na prole e a DPP nas maes, se mostrando uma alter-
nativa para o tratamento da depressdo. Em possiveis mecanismos de agao antide-
pressivo, é possivel observar a acidificacdo das fezes da prole. Esta diminuicdo de
pH pode ser uma medida indireta de acidos graxos de cadeia curta, como o propi-
onato e o butirato, que sdo compostos neuroativos que modulam o SNC e promo-
vem a regulacdo do humor e a homeostase (CASPANI et al., 2019), podendo re-
verter o comportamento tipo depressivo e a DPP.

Pacientes deprimidos apresentam aumento de EROS no cérebro (LIN; et al.,
2022), o que degrada proteinas, lipideos e DNA. Essa degradacgéo é responsavel
por prejudicar a homeostase e desregular rotas metabdlicas importantes que ga-
rantem o bem-estar e saide mental. Nesta pesquisa, a K. pastoris se mostrou ca-
paz em reverter o estresse oxidativo com a reducéo das espécies reativas no hipo-
campo, importante estrutura cerebral responsavel pela regulagdo do humor (WU et
al., 2019). Mais importante, regulou e mostrou a eficacia na reversao da DPP e no
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comportamento tipo depressivo em fémeas, um sexo negligenciado na pesquisa
neurocientifica.

4. CONCLUSOES

A K. pastoris KM71H se demonstrou como um probiotico promissor capaz
de reverter o comportamento do tipo depressivo apds a separacdo materna na
depressao pos-parto e episodios trauméaticos na infancia.
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