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1. INTRODUGAO

O avancgo interdisciplinar nas ciéncias—integrando psiquiatria, nutrigéo,
gastroenterologia e neurologia—fortaleceu a comunicagdo bioquimica entre o
sistema nervoso central (SNC) e o trato gastrointestinal (TGI). Essa relagao
bidirecional, chamada de eixo microbiota-intestino-cérebro, revela que, além da
influéncia do cérebro nas fungbes intestinais, o intestino também pode induzir
mudangas no SNC (GRENHAM et al., 2011).

A microbiota intestinal, um ecossistema microbiano complexo e dinamico,
tem influéncia no sistema imune e no metabolismo, exercendo papel crucial na
comunicagcado entre o eixo microbiota-intestino-cérebro, que é fundamental na
manutengcdo da homeostase do TGl e SNC (MORAIS et al., 2021). Evidéncias
cientificas demonstram que a microbiota influencia a integridade da barreira
intestinal, a producdo de citocinas e a modulagdo da resposta inflamatéria
(MINAYO et al., 2021). Além disso, um estudo recente elucidou a relagcao entre
as alteragdes na microbiota e o desenvolvimento de disturbios psiquiatricos, como
a ansiedade (MORAIS et al.,, 2021). A prevaléncia global de ansiedade,
especialmente no Brasil, onde a OMS identificou uma taxa de 9,3% da populagao,
reforca a necessidade de novas abordagens terapéuticas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION et al., 2017).

A Komagataella pastoris KM71H, uma levedura metilotréfica, apresenta suas
propriedades probidticas e tipo-antidepressivas ja caracterizadas (BIRMANN et
al., 2021; FRANCA et al., 2015), relacionadas a sua capacidade de modular a
resposta inflamatdria, reduzir os niveis plasmaticos de corticosterona e preservar
a integridade da barreira hematoencefalica. Essas caracteristicas indicam que a
K. pastoris KM71H pode atuar sobre os mecanismos patogénicos da ansiedade,
oferecendo uma nova perspectiva para o tratamento desse transtorno. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito profilatico da K. pastoris
KM71H no comportamento tipo-ansioso induzido por um modelo de estresse
agudo em camundongos.

2. METODOLOGIA

Para a realizagdo do protocolo experimental foram utilizados camundongos
machos da ragca Swiss entre 4 a 6 semanas (pesando entre 25 e 35¢g). Durante o
protocolo experimental, os animais tiveram livre acesso a agua e a comida e
estavam no ciclo de 12h de claro/escuro e mantidos em uma temperatura de 22 +
2°C. Os procedimentos foram realizados de acordo com as orientagbes da
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 49/2024). A K.
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pastoris KM71H foi diluida em 500 pL de tampé&o fosfato-salino (PBS) para
concentragéo de 8 logs unidades formadoras de col6nia (UFC).g™", e a cada 7 dias
as leveduras foram quantificadas (UFC.g™") para avaliagdo da viabilidade e
estabilidade.

Para avaliacao da capacidade da K. pastoris KM71H em prevenir os efeitos
tipo-ansiosos induzidos pelo Estresse Agudo de Restricdo (EAR), os animais
foram tratados com 500 pL de probiotico (102 UFC/animal) ou PBS (veiculo) por
via intragastrica durante 14 dias consecutivos. Assim, os animais foram divididos
em 4 grupos experimentais: Controle (Sem estresse + PBS), Induzido (EAR +
PBS), Per se (Sem estresse + K. pastoris KM71H) e Tratado (EAR + K. pastoris
KM71H).

No 15° dia, os animais foram submetidos ao protocolo de EAR, conforme
descrito por Sousa et al. (2018), onde permaneceram imobilizados durante 4
horas em um aparato fenestrado. No 16° dia de protocolo experimental, foi
realizado o teste comportamental para avaliagcdo do comportamento tipo-ansioso
e posteriormente os animais foram submetidos a eutanasia através da
sobredosagem de isoflurano, e o sangue dos camundongos foi coletado para
avaliagdo dos niveis de corticosterona plasmatica de acordo com ZENKER
(1959) (Figura 1). Para avaliar o efeito tipo-ansiolitico da levedura, foi realizado o
teste Claro/Escuro, no qual individualmente os camundongos sao colocados em
um aparato contendo dois compartimentos: um claro, com % da dimensao do
aparato e um escuro, com 5 da area do aparato. No referido teste, cada animal
pode explorar livremente os dois compartimentos durante 5 minutos apds a
primeira entrada no compartimento escuro (CRAWLEY; GOODWIN, 1980). O
tempo de permanéncia no compartimento claro é o principal parametro
considerado para a avaliagao da atividade tipo-ansiolitica.

A analise estatistica do estudo foi realizada através do software GraphPad
Prism 8.0, por meio de analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida de
teste pos hoc de Tukey. Os dados foram expressos como meédia + erro padréo da
média e considerados significativos quando p < 0,05.
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Figura 1. Delineamento experimental do projeto.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, o EAR causou um comportamento
tipo-ansioso nos camundongos, evidenciado pela reducdo do tempo explorando o
compartimento claro (Figura 2A) e aumento do tempo explorando o
compartimento escuro (Figura 2B) no teste claro/escuro, em comparagdo com os
animais do grupo controle. Por outro lado, o tratamento com a K. pastoris KM71H
foi capaz de reverter os parametros comportamentais alterados pelo EAR,
demonstrando sua atividade tipo-ansiolitica (Figura 2A e 2B). Somando-se a isso,
o efeito tipo-ansiolitico demonstrado pelo tratamento com a K. pastoris pode estar
relacionado com a modulagdo da via neuroenddécrina, uma vez a administracao
desta levedura preveniu o aumento dos niveis de corticosterona plasmatica nos
animais estressados (Figura 2C).

Em resposta ao estresse, o SNC gera uma cascata de eventos para manter
homeostase corporal, entretanto quando ha uma exposicéo exacerbada a eventos
estressantes ocorre uma maior liberagao de cortisol (corticosterona em roedores).
Estas alteracbes ocasionam uma mudanga na composi¢cao e fungdes da barreira
intestinal, resultando em transtornos neuropsiquiatricos, incluindo a ansiedade
(MORAIS et al.,, 2021). Considerando-se que o EAR causou um aumento dos
niveis de corticosterona, a reversao desta alteracao ajuda a explicar o efeito
tipo-ansiolitico da K. pastoris KM71H. Mecanisticamente, através dos resultados
obtidos, acreditamos que a K. pastoris KM71H apresenta efeito tipo-ansiolitico
por meio da reversdo dos niveis de corticosterona plasmaticos, possivelmente
pela modulagao do sistema neuroenddcrino.
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Figura 2. Efeito da K. pastoris KM71H no teste de Claro-Escuro: Tempo
gasto no compartimento claro (A), tempo gasto no compartimento escuro (B), bem
como nos de niveis plasmaticos de corticosterona (C). Os dados estao expressos
em média £ erro padrdo da média (n=6-7). ** p < 0,01 e *** p < 0,001 quando
comparado com o grupo controle. ## p < 0,01 e ### p < 0,0001 quando
comparado com o grupo induzido. EAR: Estresse agudo de restricdo, PBS:
Tampao fosfato-salino. KM71H: K. pastoris KM71H.

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, esse estudo mostrou que a administracdo do probidtico K.
pastoris KM71H teve um efeito tipo-ansiolitico em um modelo de estresse agudo
em camundongos. Além disso, a redugcao dos niveis de corticosterona parece ser
um fator importante nesse efeito. Assim, K. pastoris KM71H pode ser uma
alternativa promissora para o tratamento da ansiedade; no entanto, mais
pesquisas sao necessarias para esclarecer os mecanismos adicionais envolvidos
nessa agao.



A .
34~ 10°SIEPE

R I EGRADA XXXl CIC - CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA
y UFPEL 2024

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

GRENHAM, Sue et al. Brain—gut-microbe communication in health and disease.
Frontiers in physiology, v. 2, p. 16175, 2011.

BIRMANN, Paloma T. et al. Komagataella pastoris KM71H modulates
neuroimmune and oxidative stress parameters in animal models of depression: A
proposal for a new probiotic with antidepressant-like effect. Pharmacological
research, v. 171, p. 105740, 2021.

MINAYO, Miryam de Souza; MIRANDA, lasmim; TELHADO, Raquel Senna.
Revisdo sistematica sobre os efeitos dos probidticos na depressido e ansiedade:
terapéutica alternativa?. Ciéncia & Saude Coletiva, v. 26, n. 09, p. 4087-4099,
2021.

DEPRESSION, W. H. O. Other common mental disorders: global health estimates.
Geneva: World Health Organization, v. 24, n. 1, 2017.

BIRMANN, Paloma T. et al. A pyrazole-containing selenium compound modulates
neuroendocrine, oxidative stress, and behavioral responses to acute restraint
stress in mice. Behavioural Brain Research, v. 396, p. 112874, 2021.

CRAWLEY, Jacqueline; GOODWIN, Frederick K. Preliminary report of a simple
animal behavior model for the anxiolytic effects of benzodiazepines.
Pharmacology Biochemistry and Behavior, v. 13, n. 2, p. 167-170, 1980.

ZENKER, Nicolas; BERNSTEIN, Donald E. The estimation of small amounts of
corticosterone in rat plasma. Journal of Biological Chemistry, v. 231, n. 2, p.
695-701, 1958.

MORAIS, Livia H.; SCHREIBER 1V, Henry L.; MAZMANIAN, Sarkis K. The gut
microbiota—brain axis in behaviour and brain disorders. Nature Reviews
Microbiology, v. 19, n. 4, p. 241-255, 2021.

SOUSA, Fernanda Severo Sabedra et al. a-(phenylselanyl) acetophenone
abolishes acute restraint stress induced-comorbid pain, depression and
anxiety-related behaviors in mice. Neurochemistry international, v. 120, p.
112-120, 2018.

FRANCA, Rodrigo Correa et al. Pichia pastoris X-33 has probiotic properties with
remarkable antibacterial activity against Salmonella Typhimurium. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 99, p. 7953-7961, 2015.



