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1. INTRODUCAO

A Komagataella pastoris € uma levedura metilotrofica que vive em arvores,
pertencente ao reino Fungi, familia Saccharomycetaceae e género Komagataella
(De Schutter et al., 2009). A capacidade metilotrofica desta levedura a torna
capaz de crescer em meio contendo metanol como Unica fonte de carbono,
devido a presenca da enzima alcool oxidase | e Il (AOX1 e AOX2) (De Schutter et
al., 2009; Ahmad et al., 2014). Os genes AOX1 e AOX2 também servem como
promotores para a producdo de proteinas recombinantes, tornando este
microrganismo um sistema amplamente utilizado para a expressao de proteinas
heterdlogas (Ahmad et al., 2014), mas informacdes sobre seu uso para outros fins
sdo escassas. Notavelmente, um estudo sugeriu que K. pastoris poderia ter
efeitos probidticos promissores (Franca et al., 2015). De fato, nos ultimos anos,
tem havido um interesse crescente na utilizacdo de microrganismos que oferecam
beneficios a saude do hospedeiro, os chamados probidticos, que tém a
capacidade de modular a microbiota intestinal (Mayer, 2011).

Sabe-se que a influéncia da microbiota intestinal se estende além do trato
gastrintestinal (TGI), participando da comunicacdo bidirecional entre o TGl e o
sistema nervoso central (SNC) (Mayer, 2011; Forsythe et al., 2016). Nesse
sentido, surgiu o conceito do eixo microbiota-intestino-cérebro (MIC) para sugerir
que ndo apenas o cérebro pode afetar a fungéo intestinal, mas que o intestino
também pode induzir alteracdes no SNC e, portanto, tem sido utilizado para
descrever a complexa comunicag&o entre a microbiota, o intestino e o SNC (Fung
et al., 2017; Martin e Mayer, 2017).

Um dos mecanismos que pode modular a comunicacéo do eixo MIC é o
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), o qual é responsavel por coordenar as
respostas fisioloégicas a estressores exdgenos e endogenos (Cussotto et al.,
2018). Evidéncias sugerem que o estresse pode aumentar a permeabilidade da
barreira intestinal e ativar respostas imunes, e como consequéncia, influenciar o
comportamento (Cussotto et al., 2018). Essa comunicacdo bidirecional é
particularmente relevante durante o estresse e em transtornos relacionados ao
estresse, como transtorno depressivo maior (TDM), e essa associagdo levou a
exploragdo da manipulagdo da microbiota intestinal para aliviar os sintomas
depressivos (Sun et al., 2019).

Desta maneira, neste estudo investigou se a manipulacdo intestinal por
meio da administragdo de K. pastoris KM71H atenuaria alteragbes
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comportamentais e neuroenddcrinas no modelo de comportamento do tipo-
depressivo induzido por estresse de restricdo em camundongos.

2. METODOLOGIA
2.1. PREPARO DA LEVEDURA

Foram diluidos em 500 pL de tampéo fosfato-salino (PBS) 8 log CFU.g™* de
K. Pastoris, e a cada 7 dias as leveduras foram quantificadas (CFU.g™) para
avaliacao da viabilidade e estabilidade.

2.2. ANIMAIS

Para o desenvolvimento deste projeto foram utilizados camundongos Swiss
machos (25 - 35g). Os animais foram mantidos em cinco animais por cada caixa,
em um ciclo claro/escuro de 12 h com luzes acesas as 7:00 da manha, a
temperatura ambiente (22 £ 1°C) e com acesso livre a agua e comida (CEEA
12505-2019).

2.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental teve como principal objetivo investigar o efeito
tipo-antidepressivo do tratamento com K. pastoris KM71H em camundongos com
comportamento tipo-depressivos induzido por estresse de restricdo, com foco na
modulacdo do parametro neuroenddcrino (Figura 1). Para isso, 0os animais foram
divididos em quatro grupos: (1) sem estresse de restricdo + PBS (grupo PBS); (2)
sem estresse de restricdo + K. pastoris KM71H; (3) estresse de restricdo + PBS
(grupo de estresse); (4) estresse de restricdo + K. pastoris KM71H. Os
camundongos foram tratados com K. pastoris KM71H (concentracéo 8 log UFC.g"
Ypor animal, pela via intragastica [i.g.]) ou PBS (500 pL, i.g.) durante 14 dias
consecutivos. Do 8° ao 14° dia, 30 min ap6s os tratamento, os animais foram
submetidos a 1 h de estresse de restricdo em tubos fenestrados (Casaril et al.
2019a). ApoOs esse periodo de imobilizacdo, os animais foram higienizados e
colocados de volta em suas gaiolas. No 15° dia, 24 h apés a ultima administracao
foi realizado o teste da suspensao da cauda (TSC). Em seguida, os camundongos
foram anestesiados por inalacdo de isoflurano e em seguida foi coletado o sangue
por puncéo cardiaca para determinacao dos niveis plamaticos de corticosterona.

Tratamentos
K. pastoris
PBS

1 8 14 15 dias

Estresse de restrigdo
1 h/dia
Teste comportamental
Teste da suspensdo da cauda

Eutanasia
Niveis plasmaticos de corticosterona

Figura 1. Delineamento experimental da avaliacdo do efeito tipo-
antidepressivo da K. pastoris em camundongos submetidos ao estresse de
restricao.
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2.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média e
considerados significativos quando p < 0,05. As andlises estatisticas foram
realizadas pela analise de variancia de duas vias seguidas pelos testes de post
hoc Tukey através do software GraphPad Prism 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com a K. pastoris diminuiu o tempo de imobilidade no TSC
(Figura 2A) nos camundongos induzidos por estresse de restricdo, uma vez que
este teste € um pardmetro comportamental bem aceito para avaliar a atividade do
tipo-antidepressiva em roedores, no qual um decréscimo significativo no tempo de
imobilidade € um indicador do efeito do tipo-antidepressivo. Somando-se a isso, 0
efeito antidepressivo demostrado pelo tratamento com a K. pastoris pode estar
relacionado com a modulacdo da via neuroenddcrina, uma vez a administracao
desta levedura preveniu o0 aumento dos niveis de corticosterona plasmatica nos
animais submetidos ao estresse de restricado (Figura 2B).
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Figura 2. Efeito tipo-antidepressivo da K. pastoris no tempo de imobilidade
no teste da suspensdo da cauda (A) e nos niveis plasmaticos de corticosterona
(B). Os dados estdo expressos em média * erro padrdo da média (n=8-10). #p <
0,05 e ## p < 0,001 quando comparados com o grupo controle. "p < 0,05 e ™p <
0,001 quando comparados com o grupo estressado. PBS: Tampao fosfato-salino.

O cérebro e o intestino se comunicam de forma dindmica e complexa por
diferentes vias, formando um eixo bidirecional, cujo equilibrio depende da
composi¢cdo dos microrganismos que habitam o intestino, a chamada microbiota
intestinal (Dinan e Cryan, 2017). Um distdrbio na homeostase da microbiota
intestinal (disbiose) tem impacto negativo na saude do hospedeiro e pode
desencadear patologias que afetam o SNC, como o TDM (Forsythe et al., 2016;
Dinan e Cryan, 2017). Varios estudos mostraram que o estresse, especialmente o
estresse associado a vida diaria (como medo de demissdes, estresse financeiro e
preocupacdes com os filhos), afeta todo o nosso corpo, incluindo o SNC e o TGI
(Amini-Khoei et al., 2019). Pois, em resposta ao estresse, 0 SNC configura uma
cascata de eventos para manter a sobrevivéncia do organismo e estabilizar o
bem-estar, porém quando ha uma exposi¢cdo exacerbada a eventos estressantes
ocorre uma maior liberacdo de cortisol (corticosterona em roedores). Esse
aumento exacerbado de niveis circulantes de cortisol desencadeia uma mudanca
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na composicao e funcdes da barreira intestinal, promovendo o que chamamos de
intestino permeavel, o que transforma os simbiontes em patobiontes, causando
maior envolvimento do sistema imunologico, desencadeando um processo
inflamatoério que pode se espalhar por todo o corpo, atingindo o cérebro (Mayer,
2011; Forsythe et al., 2016). Essas cascatas de eventos estdo intimamente
associadas ao desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos, incluindo o
TDM.

4. CONCLUSOES

Em resumo, o presente estudo mostrou que o tratamento com K. pastoris
KM71H apresentou efeito do tipo-antidepressivo em um modelo animal de
comportamento tipo-depressivo induzido por estresse. Acreditamos que este
efeito pode estar parcialmente relacionado a capacidade da levedura em prevebir
o aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona. Nesse sentido, a K. pastoris
KM71H torna-se uma promissora estratégia terapéutica para o tratamento de
sintomas depressivos.
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