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1. INTRODUCAO

O intestino tem sido considerado o segundo cérebro devido a comunicacao
bidirecional com o sistema nervoso central (SNC), e a microbiota intestinal exerce
uma influéncia substancial nesta comunicacdo, assim, esses trés componentes
cunharam o termo eixo microbiota-intestino-cérebro (MIC) (CRYAN, 2019).

Nesse sentido, uma microbiota diversificada € vantajosa ao hospedeiro, uma
vez que ira proporcionar inumeros beneficios, incluindo preservar a integridade da
barreira intestinal (CRYAN, 2019). Entretanto, a disbiose, ou seja, um desequilibrio
na composicdo da microbiota intestinal, pode causar maleficios ao organismo,
incluindo ao SNC, especialmente através do comprometimento da barreira
intestinal.

Sabe-se que o0 uso excessivo de antibacteriano pode causar disbiose, pois
reduzem a diversidade da microbiota intestinal. Nesse contexto, um estudo
desenvolvido por BUFFIE e colaboradores (2012) demonstrou que a injecao
intraperitoneal de clindamicina (200 pg) provocou disbiose em roedores. Cabe
ressaltar que a disbiose pode provocar mudancas no ambiente intestinal, como
aumento das espécies reativas, as quais podem oxidar as proteinas e lipideos que
compdem a barreira intestinal, tornando-a mais permeéavel. Esse aumento da
permeabilidade intestinal permite que metabdlitos bacterianos nocivos, como
lipopolissacarideos, saem do lumen intestinal e atinam o SNC, causando
neuroinflamacdo. Estas vias bioldgicas alteradas podem desencadear o0s
transtornos neuropsiquiatricos, incluindo a depressdo. Dados apontam que
pacientes deprimidos possuem uma microbiota menos diversificada e um aumento
dos niveis de espécies reativas quando comparados aos individuos saudaveis
(LIANG, 2018; BHATT, 2020).

Desta maneira, 0 uso de probidticos estd ganhando espago como estratégia
de tratamento para diversas doencas, incluindo os transtornos neuropsiquiatricos,
uma vez que muitos microrganismos podem ser benéficos a saude, principalmente
através da modulacdo da microbiota intestinal (MORKL, 2020). A Komagataella
pastoris € uma levedura metilotréfica da familia Saccharomycetaceae e género
Komagataella e recentemente foi caracterizada suas propriedades probioticas
(FRANCA, 2015) bem como o seu efeito antidepressivo, antioxidante e
imunomodulador em camundongos (BIRMANN, 2021).

A partir do que foi exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as
propriedades probidticas da cepa da K. pastoris KM71H em restaurar a diversidade
da microbiota intestinal e reduzir a producéo de espécies reativas em camundongos
submetidos a disbiose intestinal pelo uso de clindamicina.
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2. METODOLOGIA

2.1 Preparo da levedura
A K. pastoris KM71H foi diluida em 500 pL de tampéo fosfato-salino (PBS)
para obter 8 log UFC.g. Para avaliacéo da viabilidade e estabilidade, as leveduras
foram quantificadas (UFC.g?) a cada 15 dias.

2.2 Animais
Camundongos Swiss machos (25-35 g) foram utilizados e mantidos em um
ciclo claro/escuro de 12h, iniciando as 7h da manha, a temperatura ambiente (22
+- 1°C), com livre acesso a agua e comida, contendo 5 camundongos por caixa
(CEEA-11133-20).

2.3 Delineamento experimental

O protocolo experimental (Fig.1) teve quatro grupos (n= 8-10 animais): G1.:
salina + PBS; G2: Salina + K. pastoris KM71H; G3: clindamicina + PBS e G4:
clindamicina + K. pastoris KM71H. No primeiro dia foi administrado 200 pg de
clindamicina pela via intraperitoneal. Apos 24h, os camundongos receberam a K.
pastoris KM71H durante 14 dias na concentragdo de 8 log UFC.g™ pela via
intragastrica (i.g). No 16° dia foi realizada a coleta das fezes e a eutanasia por
overdose de isoflurano para a coleta do intestino delgado para andlises ex vivo de
espécies reativas (LOETCHUTINAT, 2005). Para a andlise da microbiota, as fezes
foram enviadas para a empresa Neoprospecta Microbiome Technologies a qual
realizou sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S (16S rRNA).

Coleta de fezes
Andlise da microbiota
Eutanasia

Clindamicina K. pastoris KM71H
(200 pg, i.p) (10 ®UFC, i.g)
EROS

L I
Dia Dia Dia Dia
1 2 15 16

Fig. 1 - Delineamento experimental do projeto (i.p= intraperitonial, EROS = espécies
reativas ao oxigénio, i.g= intragastrica).

2.4 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como media = erro padrdo da média e
considerados significativos quando p < 0,05. As analises 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 K. pastoris KM71H foi eficaz em reverter a disbiose
intestinal causada pela administracéo da clindamicina (fig. 2). A administracdo da
clindamicina alterou a composicdo da microbiota intestinal dos camundongos
quando comparados ao grupo controle, diminuindo a diversidade da microbiota
intestinal e favorecendo a predominancia da familia enterobacteriaceae. No grupo
tratado com K. pastoris, houve um aumento na concentracdo dos microrganismos
pertencentes a familia bacteroidaceae e lactobacillaceae e impediu o aumento das
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bactérias da familia enterobacteriaceae, quando comparado ao grupo clindamicina,
promovendo uma modulag&o da microbiota.

A figura 2B mostra que a administracdo da clindamicina aumentou os niveis
de espécies reativas no intestino delgado quando comparado ao controle, e a
administracdo com a K. pastoris KM71H diminuiu os niveis de espécies reativas

nos camundongos induzidos pela disbiose intestinal.
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Fig. 2. (A) Efeito da K. pastoris KM71H na modulag&o da diversidade da microbiota
intestinal medido em % de abundancia de cada familia, em camundongos
submetidos a clindamicina. (B) Efeito da K. pastoris KM71H na reducéo de espécies
reativas ao oxigénio no intestino, medido em unidades de fluorescéncia, em
camundongos submetidos a clindamicina. Os dados estdo expressos em média +
erro padrdo da média (n=8-10). #p < 0,05 e **p < 0,001 quando comparados com
0 grupo controle e **p < 0,001 quando comparados com o grupo induzido. PBS:
Tampao fosfato-salino. Clind: clindamicina.

Apesar de necessario, 0 uso de antibacterianos deve ser estrategicamente
utilizado, pois embora controle infecgcbes bacterianas, eles podem reduzir a
diversidade da microbiota intestinal, causando disbiose. A disbiose provoca
mudancas no ambiente intestinal, como por exemplo o aumento de espécies
reativas e diminuicdo da integridade da barreira intestinal (RAMIREZ, 2020).

Neste estudo, a clindamicina procovou uma reducdo da diversidade da
microbiota intestinal caracterizado principalemente pelo aumento da familia
enterobacteriaceae, um grupo de bactérias Gram negativas e que em grande parte
€ patogénica, a qual pode causar mudancas no sistema imune e
consequentemente, transtornos psicoldgicos (JIANG, 2015). Esse resultado vai de
encontro com o aumento das espécies reativas provocado pela administracédo de
clindamicina, mostrando a relacdo da disbiose intestinal com o aumento das
espécies reativas (MU, 2019). Felizmente, estudos demonstram que alguns
microrganimos apresentam caracteristicas probidticas e podem ser utilizados para
restaurar a diversidade (WIEERS, 2020).

Nesse sentido, a K. pastoris modulou a microbiota intestinal impedindo o
aumento de bactérias da familia enterobacteriaceae e proporcionando um aumento
das familias bacteroidaceae e lactobacillaceae as quais parecem estar envolvidas
na prevencgdo da integridade da barreira intestinal, assim diminuindo as espécies
reativas ao oxigénio no intestino. Interessantemente, o desequilibrio da microbiota
e 0 aumento de espécies reativas sao fatores que sdo encontrados em pacientes



“ 7@ SEMANA

W INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
4 LUEEEIES20 2 )

depressivos, e o0 transplante fecal de pessoas saudaveis para pacientes
depressivos mitiga a depressdo (LI, 2019), mostrando a importancia de uma
microbiota saudavel e diversa.

4. CONCLUSOES

A K. pastoris KM71H se demonstrou um probiético promissor para restaurar
a diversidade da microbiota intestinal e reduzir os niveis de espécies reativas ao
oxigénio no intestino em resposta a disbiose provocada pelo uso da clindamicina.
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