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1. INTRODUÇÃO

O sono é fundamental para o bom funcionamento do Sistema Nervoso
Central (SNC), desempenhando um papel crucial na regulação do humor, na
consolidação de memórias e na remoção de metabólitos tóxicos. No entanto, a
privação 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 estimulação cerebral excessiva por dispositivos
eletrônicos (WANG, 2022). Como consequência, a PS pode gerar estresse
oxidativo, ativar o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) com liberação de
cortisol e reduzir a disponibilidade de neurotransmissores importantes, como
serotonina e dopamina, resultando em prejuízos cognitivos (TONONI; CIRELLI,
2014).

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

A modulação da microbiota intestinal pode ser promovida pela administração
de probióticos, visando mantê-la saudável e diversa. Nesse contexto, a levedura
metilotrófica Komagataella pastoris KM71H demonstrou propriedades probióticas
e tipo-antidepressivas, conforme caracterizado por BIRMANN et al. (2021) e
FRANÇA et al. (2015). O objetivo deste estudo é explorar os mecanismos de ação
da levedura na prevenção de distúrbios do SNC, como o declínio cognitivo, em
camundongos submetidos a um protocolo de PS.

2. METODOLOGIA

Neste estudo, a levedura K. pastoris KM71H foi diluída em 500 μL de
tampão fosfato-salino (PBS) até atingir uma concentração de 8 log UFC.g⁻¹. O
projeto recebeu aprovação do Comitê de Ética em Experimentação 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 água 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⁻¹ ou com PBS por um



período de 14 dias. Entre os dias 7 e 10, foi realizada a PS utilizando o modelo de
plataforma sobre água conforme MISRANI et al. (2019), no qual os camundongos
tiveram acesso livre a água e comida, e as gaiolas foram limpas diariamente. No
15º dia foi realizado o teste do Labirinto em Y de acordo com SARTER et al.,
(1988), no qual é utilizado para avaliar a memória espacial de roedores. Cada
animal é colocado individualmente na posição central do aparato em formato de Y,
e fica livre para explorar os 3 braços por 8 minutos, sendo que destes, os 2
primeiros minutos são para habituação e os outros 6 para o teste. Após a
realização do teste comportamental os animais foram submetidos à eutanásia
para remoção do hipocampo, intestino e sangue coletado em heparina. Por fim,
esses tecidos foram submetidos às análises como a pesquisa de espécies
reativas de oxigênio (EROS) e níveis de corticosterona no plasma sanguíneo.

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e
considerados significativos quando p < 0,05. As análises estatísticas foram
realizadas pela análise de variância de duas vias seguidas pelos testes de post
hoc Tukey através do software GraphPad Prism 8.0.

Figura 1. Delineamento do projeto e grupos experimentais.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Após a PS, os animais apresentaram diminuição significativa na memória
espacial e na memória de trabalho quando comparados ao grupo controle
evidenciado pela diminuição da porcentagem de alternâncias no teste do Labirinto
em Y (Fig. 2A), enquanto o tratamento com a K. pastoris KM71H aumentou a
porcentagem das alternâncias espontâneas demonstrando sua capacidade em
melhorar o comprometimento da memória. Após a PS, os animais exibiram uma
redução significativa na memória espacial e na memória de trabalho em
comparação com o grupo controle, conforme demonstrado pela diminuição da
porcentagem de alternâncias no teste do Labirinto em Y (Fig. 2A). Em
contrapartida, o tratamento com K. pastoris KM71H resultou em um aumento na
porcentagem de alternâncias espontâneas, evidenciando sua eficácia na melhoria
do comprometimento da memória.

O grupo submetido à PS apresentou um aumento significativo nos níveis de
EROS tanto no hipocampo quanto no intestino, em comparação ao grupo controle
(Fig. 2B e 2C). No entanto, após a administração da K. pastoris KM71H, essa
formação de espécies reativas foi revertida. Além disso, os níveis plasmáticos de
corticosterona nos animais submetidos a PS estavam elevados em relação ao



grupo controle (Fig. 2D), e o tratamento com K. pastoris KM71H também reverteu
esse aumento.

Figura 2. Efeito do tratamento com a K. pastoris KM71H no teste do Labirinto em
Y (A), nos níveis de espécies reativas ao oxigênio (EROS) no hipocampo e no
intestino de camundongos (B e C) e nos níveis plasmáticos de corticosterona (D).
Os dados estão expressos em média ± erro padrão da média (A, B, C, n= 12; D, n
= 7). * p < 0,05 ** p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparados com o grupo
controle, e # p< 0,05 ## p < p 0,01 e ### p< 0,001 quando comparados com o
grupo induzido. PBS: Tampão fosfato-salino. PS: privação do sono.

O ciclo circadiano controla os períodos de vigília e sono através de
hormônios como o cortisol, que mantém o estado de alerta, e a melatonina, que
facilita a indução do sono. Em situações de PS, o excesso de cortisol inibe a
melatonina, causando estresse oxidativo e declínio cognitivo (MATENCHUK;
MANDHANE; KOZYRSKYJ, 2020). A ativação 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 são translocados para o sistema circulatório, o que pode levar a
inflamação e contribuir para o declínio cognitivo. No entanto, a relação entre a
microbiota e o eixo HPA é bidirecional, e estudos sugerem que probióticos podem
modular essa interação, atenuando respostas exageradas ao estresse e
reduzindo níveis de corticosterona (WANG, 2022).

A sobrecarga de glicocorticoides pode superativar a enzima Monoamina
Oxidase, que é responsável pela degradação 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 ativação da enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase, elevando os níveis de serotonina (BIRMANN, 2021).

O estresse oxidativo compromete a integridade dos lipídeos e das proteínas
dos neurônios, resultando em neurodegeneração e déficit cognitivo (THINGORE,
2021). Desta forma, a K. pastoris KM71H se mostrou capaz de reduzir a geração
de EROS tanto no hipocampo como no intestino dos animais tratados,
demonstrando sua capacidade probiótica em prevenir o comprometimento da
memória induzido pela PS.



4. CONCLUSÕES

Em conclusão, K. pastoris KM71H se destacou como um probiótico
promissor na prevenção do declínio cognitivo em animais submetidos à PS.
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