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1. INTRODUCAO

A Komagataella pastoris é uma levedura frequentemente encontrada em
arvores e foi proposta como um potencial agente probiotico (Franca et al., 2015; Gil
de Los Santos et al., 2018; Birmann et al.,, 2021). Recentemente Birmann e
colaboradores (2021) mostraram que essa levedura tem efeitos antidepressivos,
antioxidantes e imunomodulatérios promissores em modelos animais de
depresséo.

Estudos apontam que pacientes com transtorno depressivo maior (TDM)
apresentam alteracdes na composicdo da microbiota intestinal quando comparados
a individuos saudaveis (Blackwood et al., 2017; Chenge el at.,, 2019). Desta
maneira, 0s probiodticos vém ganhando atencéo, pois podem ser capazes de reduzir
0s sintomas depressivos por diversos mecanismos, incluindo a modulacdo da
microbiota intestinal (Cheng et al.,, 2019). Além disso, um aumento da
permeabilidade intestinal, provavelmente associado a alteracdes na microbiota
intestinal, parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento de
algumas doencas inflamatdrias e suas comorbidades, incluindo o TDM (Camilleri,
2019; Mayer, 2011).

Uma das principais causas de mudancas na composicdo da microbiota
intestinal, conhecida como dishiose, € o uso de antibacterianos, pois reduzem a
diversidade de espécies bacterianas. Buffie e colaboradores (2012) mostraram que
uma Unica dose de clindamicina (200 ug, intraperitoneal [i.p]) reduziu drasticamente
a diversidade da microbiota intestinal em camundongos por pelo menos 28 dias.

Portanto, agentes terapéuticos capazes de restaurar o equilibrio da microbiota
intestinal tém sido propostos como uma nova estratégia para o tratamento de
transtornos psiquiatricos, e os probidticos sdo de extrema importancia nesse
cenario. Com base nessas evidéncias, este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito do tipo antidepressivo da K. pastoris KM71H em um modelo de disbiose
induzida por antibacterianos, bem como a modulagédo da microbiota intestinal e a
integridade da barreira intestinal.

2. METODOLOGIA

Os camundongos Swiss machos receberam clindamicina (200 ug, i.p.) e
apos 24h foram tratados com K. pastoris KM71H em uma dose de 8 log UFC.g
Yanimal por via intragastrica (i.g.) ou PBS (veiculo, i.g.) durante 14 dias
consecutivos. Posteriormente, os animais foram submetidos ao teste da suspenséao
da cauda (Porsolt et al., 1977), para avaliar o efeito do tipo antidepressivo, e foi
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realizado a coleta de fezes (de maneira espontanea) para analise da composi¢cao
da microbiota intestinal por meio do sequenciamento de microbioma 16S rRNA
(Neoprospecta).

Para a verificar a permeabilidade intestinal, foi utilizado uma nova coorte de
animais, seguindo os mesmos tratamentos descritos acima. No 162 dia os animais
receberam Fitc-D4000 (600 mg/kg, i.g.) e apés uma hora foi coletado o sangue. A
analise da concentracdo de Fitc-D4000 no plasma foi realizada em
espectrofluorimetro (excitacado de 485 nm e emisséo de 528 nm) (Cani et al., 2008)

(Fig. 1).
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Figura 1. Delineamento experimental da avaliacdo do efeito do tipo antidepressivo
da K. pastoris KM71H em camundongos expostos ao anibacteriano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a administracdo de K.
pastoris KM71H diminuiu o tempo de imobilidade quando comparado ao grupo
clindamicina no teste de suspensao da cauda, caracterizando seu efeito do tipo
antidepressivo (Fig. 2A). Esse efeito foi acompanhado pela preservacdo da
integridade da barreira intestinal, observado pela diminuicdo da concentragdo de
Fitc-D4000 no plasma quando comparado ao grupo clindamicina (Fig. 2B) e pela
modulacdo da microbiota intestinal, em que o tratamento com K. pastoris K71H
aumentou a presenca de microrganismos do filo Bacteoidetes e Firmicutes e
diminuiu do filo Proteobacteria quando comparado ao grupo clindamicina (Fig. 2C).

Antibacterianos sao frequentemente usados para prevenir e tratar infeccdes
bacterianas. No entanto, eles podem ser benéficos ou prejudiciais: por um lado,
fornecem defesas contra patégenos microbianos, mas, por outro lado, podem
danificar o equilibrio da microbiota intestinal do hospedeiro (Zhang et al., 2019). A
microbiota intestinal desempenha um papel fundamental em varias funcbes
fisiol6gicas do corpo humano, incluindo resisténcia a invasdo de patdgenos,
fortalecimento da barreira epitelial intestinal e modulacéo do sistema imunolégico
do hospedeiro (Dinan e Cryan, 2017; Hao et al., 2020). Além disso, um conjunto
crescente de evidéncias indica que a microbiota intestinal contribui para a
modulacdo das fungbes cerebrais e do comportamento humano, enfatizando a
importancia da microbiota intestinal na patogénese do TDM (Dinan e Cryan, 2017,
Hao et al., 2020). Portanto, o TDM é reconhecido como uma patologia associada a
microbiota intestinal e ao eixo microbiota-intestino-cérebro (Hao et al., 2020),
asssim a manipulagdo da microbiota intestinal por probioticos é uma estratégia
terapéutica interessante.

Neste estudo nos demostramos que a administracdo oral de K. pastoris
KM71H melhorou o fendtipo tipo depressivo induzido por antibacteriano, nos
acreditamos que este efeito esteja relacionado a modulagcdo da microbiota
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intestinal. Além disso, sabe-se que a microbiota intestinal influencia na funcao da
barreira intestinal (Al-Sadi et al., 2021). O epitélio intestinal € uma barreira fisica
natural que evita que bactérias intestinais patogénicas e seus subprodutos
metabdlicos sejam transferidos para o sangue. Estudos comprovam que a disbiose
e a disfuncdo da barreira intestinal, aumentando a permeabilidade intestinal,
permitem que o0s bioprodutos da microbiota intestinal, por exemplo o
lipopolissacarideos (LPS), entrem na circulacdo e alcancem o sistema nervoso
central, desencadeando a neuroinflamacao e, consequentemente, podendo levar
ao desenvolvimento do TDM (Al-Sadi et al., 2021; Braniste et al., 2014; Fan e
Pedersen, 2020). Interessantemente, neste estudo nés mostramos que a K.
pastoris HM71H foi capaz de prevenir a integridade da barreira intestinal, assim,
contribuido para o seu efeito do tipo antidepressivo.
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Figura 2. Efeito do tratamento com K. pastoris KM71H em camundongos no tempo
de imobilidade no teste da suspensao da cauda (A), na permeabilidade da barreira
intestinal (B) e na analise da microbiota intestinal (C). Os dados estdo expressos
em média + erro padréo da média. # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 quando
comparados com o grupo controle. ***p < 0,001 quando comparados com o grupo
clindamicina. Clind: clindamicina; PBS: Tampéao fosfato-salino.
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4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que fornecemos evidéncias para apoiar que a K. pastoris
KM71H é um promissor microrganismos para o desenvolvimento de um novo
probidtico com um efeito antidepressivo.
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