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1. INTRODUCAO

O conceito eixo microbiota-intestino-cérebro refere-se a comunicacao
bidirecional entre o intestino e o sistema nervoso central (SNC), mediada
principalmente pelo nervo vago, sistema nervoso entérico, sistema imunolégico e
metabdlitos (Qiao, 2022). Todos os mamiferos passam a vida em contato com uma
vasta diversidade de microrganismos residentes no intestino que compde a microbiota
intestinal (MI), os quais, dentre muitas fungdes, podem modular as células
imunologicas, auxiliar na digestao e sintetizar diversos metabdlitos importantes para
a saude do hospedeiro (Mazziota, 2023). A Ml € composta por mais de um trilhdo de
microrganismos (Pellegrini, 2018), sendo as bactérias 0 grupo mais predominante
(Chudzik, 2021).

As bactérias probidticas mais amplamente estudadas e utilizadas, como
Lactobacillus e Bifidobactéria, sdo nativas do trato gastrointestinal humano e
desempenham papéis cruciais na manutencao da saude. Evidéncias sugerem que a
administracdo oral dessas bactérias pode potencializar as fungdes da MI (Piqué,
2019). Apesar da complexidade inerente a MI, estudos tém explorado o efeito
antidepressivo de cepas bacterianas, como o de XIE (2020), que demonstrou 0 uso
de Lactobacillus reuteri (Lr) como intervencéo terapéutica para o0 comportamento tipo
depressivo em animais, através da modulacdo da MI (XIE, 2020). Além dos
probioticos, pesquisas recentes tém investigado o uso de pds-bibticos em protocolos
experimentais pré-clinicos para o tratamento da depressado (Maehata, 2019; Kambe,
2020). Estudos utilizando bactérias do género Lactobacillus inativadas por calor
relataram resultados antidepressivos promissores em modelos animais de depressao
(Maehata, 2019; Kambe, 2020).

Complementarmente, o selénio também tem sido investigado no contexto da
depresséo, devido ao seu papel central nos mecanismos antioxidantes do SNC,
contribuindo para o funcionamento adequado das selenoproteinas (Wang, 2018;
Ekinci, 2023).

Desse modo, para o desenvolvimento deste trabalho escolhemos a cepa de Lr,
uma vez que ja demonstrou propriedades antimicrobianas e imunomoduladoras,
produzindo metabdlitos bioativos como reuterina, acido acético, etanol e acido latico
(Michels, 2022). Assim, desenvolvemos uma intervencao terapéutica composta por
Lr, posteriormente enriquecidas por selénio, para avaliar seus efeitos sobre
comportamentos do tipo depressivos em modelos animais.
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2. METODOLOGIA

2.1 Preparo do Lactobacillus, reuteri

A cepa bacteriana de L. reuteri LREOZ2 utilizada como tratamento, foi cultivada
em meio Man Rogosa e Sharpe (MRS), especifico para este género. A cultura foi
expandida e mantida em agitador orbital a 37°C até alcancar uma concentracao de
108 ou 10° unidades formadoras de col6nia (UFC) por ml. Em seguida, foi adicionado
0,05 g de selenito de sodio PA por ml de cultura, e a mistura foi incubada novamente
em agitador a 37°C por 24 horas, conforme descrito em estudos anteriores (Xu, 2018;
Song, 2022). Para a inativacdo térmica da cultura, foi utilizado banho-maria a 80°C
por 40 minutos, e armazenado em geladeira a 5°C, para administragao posterior.

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos machos, pesando entre 23 e 28
g. Os animais foram divididos em cinco grupos: Veiculo (V) que recebeu MRS, L.
reuteri (Lr) que recebeu probidtico, L. reuteri inativo (ILr) que recebeu pés-bidtico, L.
reuteri inativo com selénio (ILr/Se) que recebeu o pos-bidtico com selénio e, o controle
positivo (FIX) que recebeu fluoxetina na dose de 5 mg/kg de peso corporal. Os quatro
primeiros tratamentos foram administrados em um volume de 300 pl, onde os trés
contendo Lr tiveram titulagdo de 10° UFC/ml. A dose foi fornecida uma vez ao dia, por
14 dias consecutivos por via intragastrica.

2.3 Testes Comportamentais

Para avaliar o efeito do tratamento na protecao contra o comportamento do tipo
depressivo foram realizados 0s seguintes testes: o teste de borrifagem de sacarose
(TBS), o teste de suspensao pela cauda (TSC) e o teste de nado forcado (TNF). O
TBS avalia o comportamento de autocuidado dos animais, observando-se a
autolimpeza apds a exposi¢cdo a uma borrifada de sacarose 10% no dorso por 5
minutos, conforme protocolo adotado em estudos anteriores (Birmann, 2020; Liu,
2020). Tanto o TSC quanto o TNF utilizam os mesmos parametros para a avaliagao
do comportamento. No TSC, o animal € suspenso pela cauda, enquanto no TNF é
colocado em um cilindro com agua a 25 °C, sem possibilidade de fuga. Em ambos os
testes, os animais foram observados por 6 minutos para registrar a laténcia até o
primeiro episodio de imobilidade e o tempo total de imobilidade, conforme modificado
dos protocolos de Steru (1985) e Porsolt (1977) respectivamente.

2.4 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de D’Agostino. Os dados
experimentais foram demonstrados como média + erro padrdo da média. As
comparacdes entre os grupos foram feitas por ANOVA de uma via, seguida pelo teste
de Newman-Keuls. Um valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do TBS demonstraram que ndo houve diferencga na laténcia para
o primeiro episodio de imobilidade entre os grupos, embora houve uma tendéncia de
reducdo nos grupos ILI/Se e FIx (Fig. 1A). No entanto, todos os tratamentos
aumentaram de forma significativa o tempo total de limpeza (Fig. 1B), demonstrando
um efeito do tipo antidepressivo dos tratamentos com Lr, ILr, Lr/Se e FIx. No TSC, os
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tratamentos com Lr e FIx aumentaram significativamente a laténcia para o primeiro
episédio de imobilidade, enquanto os tratamentos com ILr e ILr/Se apresentaram
apenas uma tendéncia de aumento em relacéo ao veiculo (Fig. 1C). Ja no tempo total
de imobilidade no TSC, todos os tratamentos reduziram este parametro de forma
significativa em relac&o ao veiculo, sendo observada uma redu¢cao maior para o grupo
ILr/Se (Fig. 1D). Estes resultados também demonstraram um efeito do tipo
antidepressivo dos tratamentos com Lr, ILr, IL/Se e FIx. No TNF, apenas o tratamento
com ILr/Se aumentou o tempo de laténcia para o primeiro episodio de imobilidade de
forma significativa, enquanto os outros tratamentos apresentaram apenas uma
tendéncia de aumento comparados ao grupo veiculo (Fig. 1E). Em relacdo ao tempo
total de imobilidade, todos os tratamentos reduziram de forma significativa este
parametro (Fig. 1F), demonstrando o efeito do tipo antidepressivo dos tratamentos
com Lr, ILr, ILI/Se e FIx no TNF. Dessa forma, pode-se observar que o tratamento
com L. reuteri, inativado ou nao, apresentou efeito do tipo antidepressivo e o
enriguecimento com Se mostrou um efeito mais significativo em alguns parametros.
Os resultados observados para o grupo Fix validaram os experimentos realizados.
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Figura 1- Efeito do tipo antidepressivo. Teste de borrifagem de sacarose (A: laténcia para

autolimpeza; B: tempo total de autolimpeza); Teste de suspenséo pela cauda (C: laténcia

para imobilidade; D: tempo total de imobilidade) e teste de nado for¢ado (E: laténcia para

imobilidade; F: tempo total de imobilidade). (*) p<0.05 e (**) p<0.01 quando comparado ao
grupo veiculo.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam um efeito antidepressivo promissor do
tratamento com L. reuteri, inativado ou ndo, e L. reuteri enriguecido com Se,
fornecendo uma base solida para a continuidade das analises ex vivo, com o objetivo
de aprofundar a compreenséo dos efeitos desse probidtico ou seu pés-bidtico, e o
enriguecimento com Se
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