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1. INTRODUGAO

O sono é fundamental para o bom funcionamento do Sistema Nervoso
Central (SNC), desempenhando um papel crucial na regulagdo do humor, na
consolidagdo de memodrias e na remogao de metabdlitos téxicos. No entanto, a
privagao de sono (PS), caracterizada pela incapacidade de dormir o suficiente,
tem se tornado cada vez mais comum na sociedade moderna devido a fatores
como dieta inadequada e estimulagdo cerebral excessiva por dispositivos
eletrébnicos (WANG, 2022). Como consequéncia, a PS pode gerar estresse
oxidativo, ativar o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) com liberacdo de
cortisol e reduzir a disponibilidade de neurotransmissores importantes, como
serotonina e dopamina, resultando em prejuizos cognitivos (TONONI; CIRELLI,
2014).

Diante da busca por novas alternativas terapéuticas para o SNC, o eixo
microbiota-intestino-cérebro tem ganhado destaque, pois permite a modulagao do
SNC por meio da microbiota intestinal, composta por micro-organismos que
habitam o trato gastrointestinal. Esses micro-organismos sdo capazes de liberar
compostos neuroativos que modulam o estresse oxidativo, a atividade hormonal e
a produgao de neurotransmissores (WU, 2021).

A modulagdo da microbiota intestinal pode ser promovida pela administragcéao
de probidticos, visando manté-la saudavel e diversa. Nesse contexto, a levedura
metilotréfica Komagataella pastoris KM71H demonstrou propriedades probidticas
e tipo-antidepressivas, conforme caracterizado por BIRMANN et al. (2021) e
FRANCA et al. (2015). O objetivo deste estudo é explorar os mecanismos de agao
da levedura na prevencao de disturbios do SNC, como o declinio cognitivo, em
camundongos submetidos a um protocolo de PS.

2. METODOLOGIA

Neste estudo, a levedura K. pastoris KM71H foi diluida em 500 uL de
tampéao fosfato-salino (PBS) até atingir uma concentragdo de 8 log UFC.g™. O
projeto recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) sob o parecer 187/2022. Os animais foram mantidos em um ciclo
claro/escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22 £ 1°C), e tiveram
acesso irrestrito a agua e alimento.

O protocolo experimental de PS encontra-se na Figura 1. Os camundongos
Swiss machos, com 4 a 5 semanas de idade e pesando entre 25 e 35g, foram
tratados com K. pastoris KM71H na dose de 8 log UFC.g™" ou com PBS por um
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periodo de 14 dias. Entre os dias 7 e 10, foi realizada a PS utilizando o modelo de
plataforma sobre agua conforme MISRANI et al. (2019), no qual os camundongos
tiveram acesso livre a agua e comida, e as gaiolas foram limpas diariamente. No
15° dia foi realizado o teste do Labirinto em Y de acordo com SARTER et al.,
(1988), no qual é utilizado para avaliar a memoria espacial de roedores. Cada
animal é colocado individualmente na posicao central do aparato em formato de Y,
e fica livre para explorar os 3 bragos por 8 minutos, sendo que destes, os 2
primeiros minutos sdo para habituagdo e os outros 6 para o teste. Apds a
realizacao do teste comportamental os animais foram submetidos a eutanasia
para remoc¢ao do hipocampo, intestino e sangue coletado em heparina. Por fim,
esses tecidos foram submetidos as analises como a pesquisa de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e niveis de corticosterona no plasma sanguineo.

Os resultados foram expressos como média = erro padrao da média e
considerados significativos quando p < 0,05. As analises estatisticas foram
realizadas pela analise de variancia de duas vias seguidas pelos testes de post
hoc Tukey através do software GraphPad Prism 8.0.
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Figura 1. Delineamento do projeto e grupos experimentais.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a PS, os animais apresentaram diminuicdo significativa na memdéria
espacial e na memoria de trabalho quando comparados ao grupo controle
evidenciado pela diminuicdo da porcentagem de alternancias no teste do Labirinto
em Y (Fig. 2A), enquanto o tratamento com a K. pastoris KM71H aumentou a
porcentagem das alternancias espontaneas demonstrando sua capacidade em
melhorar o comprometimento da memoria. Apos a PS, os animais exibiram uma
reducdo significativa na memoria espacial e na memdéria de trabalho em
comparagdo com o grupo controle, conforme demonstrado pela diminuigdo da
porcentagem de alterndncias no teste do Labirinto em Y (Fig. 2A). Em
contrapartida, o tratamento com K. pastoris KM71H resultou em um aumento na
porcentagem de alternancias espontaneas, evidenciando sua eficacia na melhoria
do comprometimento da memodria.

O grupo submetido a PS apresentou um aumento significativo nos niveis de
EROS tanto no hipocampo quanto no intestino, em comparagéao ao grupo controle
(Fig. 2B e 2C). No entanto, apds a administracdo da K. pastoris KM71H, essa
formagao de espécies reativas foi revertida. Além disso, os niveis plasmaticos de
corticosterona nos animais submetidos a PS estavam elevados em relacdo ao
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grupo controle (Fig. 2D), e o tratamento com K. pastoris KM71H também reverteu
esse aumento.
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Figura 2. Efeito do tratamento com a K. pastoris KM71H no teste do Labirinto em
Y (A), nos niveis de espécies reativas ao oxigénio (EROS) no hipocampo e no
intestino de camundongos (B e C) e nos niveis plasmaticos de corticosterona (D).
Os dados estdo expressos em média * erro padrao da média (A, B, C,n=12; D, n
=7). *p<005*™p<0,01e*™p<0,001 quando comparados com 0 grupo
controle, e # p< 0,05 ## p < p 0,01 e ### p< 0,001 quando comparados com o
grupo induzido. PBS: Tampé&o fosfato-salino. PS: privagdo do sono.

O ciclo circadiano controla os periodos de vigilia e sono através de
hormdnios como o cortisol, que mantém o estado de alerta, e a melatonina, que
facilita a indugdo do sono. Em situagdes de PS, o excesso de cortisol inibe a
melatonina, causando estresse oxidativo e declinio cognitivo (MATENCHUK;
MANDHANE; KOZYRSKYJ, 2020). A ativagado do eixo HPA pela PS também afeta
negativamente a microbiota intestinal, diminuindo bactérias benéficas e
comprometendo a barreira intestinal (SUDO, 2016).

Uma vez comprometida a integridade da barreira intestinal, bactérias e seus
subprodutos sao translocados para o sistema circulatério, o que pode levar a
inflamacao e contribuir para o declinio cognitivo. No entanto, a relagao entre a
microbiota e o eixo HPA é bidirecional, e estudos sugerem que probioticos podem
modular essa interacdo, atenuando respostas exageradas ao estresse e
reduzindo niveis de corticosterona (WANG, 2022).

A sobrecarga de glicocorticoides pode superativar a enzima Monoamina
Oxidase, que é responsavel pela degradagcdo de neurotransmissores como
serotonina e dopamina (DESHWAL, 2018; SHIH, 2011), contribuindo para o
estresse oxidativo e comprometendo as reservas de melatonina, agravando a PS
(PAN; CHEN; XU; BAO, 2021). A K. pastoris KM71H reduziu a ativagao da enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase, elevando os niveis de serotonina (BIRMANN, 2021).

O estresse oxidativo compromete a integridade dos lipideos e das proteinas
dos neurdnios, resultando em neurodegeneracéo e déficit cognitivo (THINGORE,
2021). Desta forma, a K. pastoris KM71H se mostrou capaz de reduzir a geragao
de EROS tanto no hipocampo como no intestino dos animais tratados,
demonstrando sua capacidade probidtica em prevenir o comprometimento da
memoria induzido pela PS.



) 4( 10° SIIEPE ) ,
B NTEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA

; ‘ UFPEL 2024

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, K. pastoris KM71H se destacou como um probidtico
promissor na prevengao do declinio cognitivo em animais submetidos a PS.
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