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1. INTRODUGAO

Komagataella pastoris KM71H tem sido investigada como um probidtico
promissor devido a sua capacidade de modular o] eixo
microbiota—intestino—cérebro, atuando na reducdo do estresse oxidativo, na
regulacdo do eixo hipotalamo—-hipdfise—adrenal e na diminuicdo da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BIRMANN, et al., 2021). O eixo
microbiota—intestino—cérebro descreve a comunicagao bidirecional entre o
sistema nervoso central e o trato gastrointestinal, mediada por multiplas vias pelos
microrganismos que compdem a microbiota intestinal (GRENHAM et al., 2011).
Evidéncias crescentes indicam que alteracdes na microbiota intestinal contribuem
para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (WIEERS et al., 2020), e sua
modulacdo mostrou-se capaz de atenuar comportamentos do tipo depressivo
(BIRMANN et al., 2021) e tipo ansioso (IKEGAMI et al., 2024).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, cerca de 280 milhdes de
pessoas em todo o mundo sofrem de depressdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023a), enquanto os transtornos de ansiedade representam os
disturbios psiquiatricos mais prevalentes na atualidade (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2023b). No Brasil, somente em 2024, quase meio milhdo de
afastamentos do trabalho foram registrados devido a transtornos mentais, como
ansiedade e depressao, considerado o maior numero da Uultima década
(CASEMIRO; MOURA, 2025). Esses dados evidenciam a necessidade de novas
estratégias preventivas para os transtornos mentais. Nesse contexto, o presente
estudo teve como objetivo investigar o efeito da K. pastoris KM71H, uma
abordagem probidtica, na atenuacdo de comportamentos do tipo depressivo e
ansioso induzidos pelo estresse agudo de restricao (EAR) em camundongos.

2. METODOLOGIA

Para a realizagao do protocolo experimental foram utilizados camundongos
machos da raca Swiss (4 a 6 semanas - 25 e 35¢g). Durante o protocolo
experimental, os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 h,
temperatura de 22 + 2 °C e acesso livre a agua e ragédo. Os procedimentos
seguiram as diretrizes da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pelotas (CEEA 49/2024). A K. pastoris KM71H foi diluida em 500 uL
de tampéao fosfato-salino (PBS) para obtencdo da concentracdo de 8 logs
unidades formadoras de colénia (UFC).g™".
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Para avaliagao da capacidade da K. pastoris KM71H em prevenir os efeitos
tipo depressivos e tipo ansiosos induzidos pelo EAR, os animais foram tratados
com 500 uL de probiético (108 UFC/animal) ou PBS (veiculo) por via intragastrica
durante 14 dias consecutivos, de acordo com o delineamento experimental
(Figura 1). Os grupos experimentais foram: Controle (sem estresse + PBS),
Induzido (EAR + PBS), Per se (sem estresse + K. pastoris KM71H) e Tratado
(EAR + K. pastoris KM71H). No 15° dia, realizou-se o EAR, segundo Sousa e
colaboradores (2018), com imobilizagao por 4 horas em aparato fenestrado, sem
acesso a agua e alimento. No 16° dia, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais e, em seguida, submetidos a eutanasia por sobredosagem de
isoflurano para coleta do cértex pré-frontal e hipocampo, destinados a analise de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), segundo descrito por Ohkawa
e colaboradores (1979).

O efeito tipo antidepressivo da K. pastoris KM71H foi avaliado pelo teste de
suspensao pela cauda (TSC) durante 6 minutos, registrando a laténcia para o
primeiro episodio e o tempo total de imobilidade nos ultimos 4 minutos (STERU, et
al., 1985). A reducédo no tempo de imobilidade € o parametro de atividade tipo
antidepressiva analisado. O comportamento tipo ansioso foi avaliado no labirinto
em cruz elevado (LCE), composto por dois bragos abertos e dois fechados,
perpendiculares, conectados por plataforma central a 40 cm do solo. Cada animal
explorou o aparato por 5 minutos, registrando-se numero de entradas, tempo de
permanéncia e numero de mergulhos nos bragos abertos (RODGERS e DALVI,
1997).

A analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 8.0, utilizando ANOVA
de duas vias seguida do teste de Tukey. Os dados foram expressos como meédia +
erro padrao da média e considerados significativos para p < 0,05.
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Figura 1. Delineamento experimental do projeto. PBS - tampéao

fosfato-salino; i.g - intragastrico; LCE - labirinto em cruz elevado; TBARS -
espécies reativas ao acido tiobarbiturico; UFC - unidades formadoras de colbnia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, o EAR reduziu significativamente o niumero de
entradas, o tempo de permanéncia nos bragos abertos e o numero de mergulhos
no LCE em comparagdo ao grupo controle. O pré-tratamento com K. pastoris
KM71H preveniu o comportamento tipo ansioso induzido pelo EAR (Figuras
2A-2C). No TSC, o EAR aumentou significativamente o tempo de imobilidade,
indicando comportamento do tipo depressivo. Esse efeito foi prevenido pelo
pré-tratamento com K. pastoris KM71H (Figura 2D). Nao houve diferenca
significativa na laténcia para o primeiro episddio de imobilidade.
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De acordo com os marcadores bioquimicos, o EAR também elevou
significativamente os niveis de peroxidacéo lipidica no hipocampo e no cortex
pré-frontal, enquanto o pré-tratamento com K. pastoris KM71H evitou esse
aumento (Figuras 2E e 2F). A peroxidagéo lipidica, quantificada por meio do teste
de TBARS, reflete a degradacao de fosfolipidios de membranas celulares e € um
marcador classico de estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010).

A producdo de espécies reativas constitui um processo fisiolégico
essencial; entretanto, sob condicbes de estresse exacerbado, como o induzido
pelo EAR, pode ocorrer estresse oxidativo, caracterizado pela incapacidade das
defesas antioxidantes em neutralizar o excesso dessas espécies. No sistema
nervoso central, a elevada taxa metabdlica, o alto conteudo lipidico e a limitada
disponibilidade de antioxidantes tornam o encéfalo particularmente suscetivel a
danos oxidativos, favorecendo alteragdes associadas a transtornos
neuropsiquiatricos, incluindo depressdo e ansiedade (BOUAYED et al., 2009;
PIZZINO et al., 2017).

Assim, os resultados indicam que a acdo tipo antidepressiva e tipo
ansiolitica da K. pastoris KM71H podem estar relacionadas a manutencido dos
niveis de peroxidagao lipidica no cértex pré-frontal e hipocampo, sugerindo um

mecanismo de prote¢cao mediado pela atenuagao do estresse oxidativo.
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Figura 2. Efeito de K. Pastoris KM71H no teste do labirinto em cruz elevado,
no teste da suspensdo pela cauda e na avaliagdo bioquimica no TBARS em
camundongos machos submetidos ao EAR. Numero de entradas nos bragos
abertos (A), tempo gasto nos bracos abertos (B) e numero de mergulhos nos
bragos abertos no LCE (C), tempo de imobilidade no TSC (D) e determinagéo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico em amostras de hipocampo (E) e cortex
pré-frontal (F). Os dados estdo expressos em média £ erro padrdo da média (n=
6-7). (*) p < 0,05, (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001 quando comparado com 0 grupo
controle. (#) p < 0,05, (##) p < 0,01; (###) p < 0,001 e (####) p < 0,0001 quando
comparado com o grupo induzido.

4. CONCLUSOES
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Em conclusdo, a administragcao de K. pastoris KM71H apresentou efeito do
tipo antidepressivo e tipo ansiolitico em camundongos estressados. A prevengao
do aumento da peroxidacgao lipidica no hipocampo e no cértex pré-frontal parece
constituir um mecanismo relevante para tais efeitos. Esses achados apontam a K.
pastoris KM71H como uma abordagem promissora na prevengdo de
comportamentos do tipo depressivo e tipo ansioso, embora estudos adicionais
sejam necessarios para esclarecer os mecanismos subjacentes a sua agao.
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