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Ata da 38a (trigésima oitava) Dissertacdo de Mestrado do aluno do Programa de Poés-
Graduagdo em Biotecnologia KAIQUE YAGO GERVAZIO DE LIMA candidato ao Titulo de
"Mestre" em Biotecnologia, na area de concentracao Biotecnologia Aplicada aos Recursos
Renovaveis.

As quatorze horas (14h00) do dia 28 de margo do ano de dois mil e vinte e trés (28/03/2023),
na sala 10 do Bloco administrativo do CBIOTEC/UFPB, reuniram-se em carater de Solenidade
Publica os membros da Comissao designada para examinar o aluno Kaique Yago Gervazio de
Lima candidato ao Titulo de "MESTRE" em Biotecnologia. Foram componentes da Banca
Examinadora os professores doutores Ulrich Vasconcelos da Rocha Gomes
(Orientador/Presidente) (Universidade Federal da Paraiba); Tatjana Keesen Souza Lima
Clemente (Examinador Interno) (Universidade Federal da Paraiba) e Adriana Maria Fernandes
de Oliveira Golzio (Examinador Externo) (Universidade Federal da Paraiba). Dando inicio aos
trabalhos, o Presidente da Banca professor Ulrich Vasconcelos da Rocha Gomes, apés
declarar os objetivos da reunido, apresentou o candidato Kaique Yago Gervazio de Lima, a
quem concedeu apalavra para que dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado
e intitulado "Suplementagdo com Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003 reverte o
comportamento do tipo depressivo e ansioso em modelo murino". Apds discorrer sobre o
referido tema, o candidato foi arguido pelos examinadores na forma Regimental. Em seguida,
passou a Comissdo em carater secreto, a proceder a avaliagdo e julgamento do trabalho,
concluindo por atribuir-lhe o conceito APROVADO. Em face da aprovagéo, declarou o
presidente achar-se o examinado Kaique Yago Gervazio de Lima legalmente habilitado a
receber o Titulo de "MESTRE" em Biotecnologia, na area de concentracdo Biotecnologia
Aplicada aos Recursos Renovaveis, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias,
como de direito a expedi¢ao do Diploma que o mesmo faz jus. Nada mais havendo a tratar, eu,
Tania Maria Alves de Arauljo, na qualidade de secretaria, lavrei a presente Ata que submeto a
aprovagéo da Comissao Examinadora.

Tania Maria Alves de Araujo (Secretaria)
Prof. r. Ulrich Vasconcelos da Rocha (Orientador)
Profa. Dra. Tatjana Keesen Souza Lima Clemente (Examinador Interno)

Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio (Examinador Externo)
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LIMA, Kaique Yago Gervazio de. Suplementacdo com Lactiplantibacillus plantarum
CNPCO003 reverte o comportamento do tipo depressivo e ansioso em modelo murino.
Jodo Pessoa, 2023. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal
da Paraiba, 2023
RESUMO

Mais de sete milhdes de brasileiros sdo acometidos pelo Transtorno Depressivo Maior
(TDM) e pelo Transtornos de Ansiedade, patologias incapacitantes que geram
Impactos nas esferas sociais e financeiras. O estudo da microbiota intestinal mostrou
uma relacdo intrinseca com o Sistema Nervoso Central (SNC) onde modificacdes
neste sistema alteram a microbiota e o contrario também é verdadeiro, impactando
também no TDM. Desta forma o presente estudo visa averiguar o impacto da
modulacdo da populacdo de Lactobacillus sp. da microbiota intestinal em modelo
animal do TDM e ansiedade, avaliando assim o eixo cérebro-intestino. O projeto de
pesquisa foi aprovado pela CEUA/UFPB (n. 5467061021). Foram usados
camundongos (Mus musculus) Swiss, fémeas (2-3 meses). Inicialmente os animais
foram induzidos a desenvolverem o comportamento tipo depressivo e ansioso por
meio da administracado de dexametasona DEXA (20ug/kg) e solugdo ATB, composta
por Vancomicina (0,5 g/L), Ampicilina (1 g/L), Norflaxacino (1 g/L) e Nistatina (100.00
Ul) (ad libitum). Os grupos foram divididos: Salina, Plantarum, Dexa, Dexa+PL, ATB,
ATB+PL. Foram realizados 0s seguintes testes comportamentais: Teste do campo
aberto, teste de suspensdo da cauda e teste do labirinto em cruz elevada. Além da
checagem da fase do ciclo estral e a analise microbiolégica de quantificacdo da
populacao fecal de Lactobacillus sp. Os resultados mostram que ambos o0s protocolos,
DEXA e ATB, conseguiram induzir comportamento do tipo depressivo, assim como
comportamento do tipo ansioso, além de causarem significativa diminuicdo da
populacao fecal de Lactobacillus sp. A administracao de 200 yL da solugao probiotica
contendo o Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003, na concentracédo de 10° UFC/mL,
conseguiu reverter o0 estado depressivo e ansioso, assim como a populacao
Lactobacillus sp. da microbiota intestinal. O tratamento com a solugcéao probiotica de

Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003 reverteu esse comportamento.

Palavras-chaves: Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003; Dexametasona; Lactobacillus sp.;

Microbiota intestinal.



LIMA, Kaique Yago Gervazio de. Supplementation with Lactiplantibacillus plantarum
CNPCO003 reverses depressive and anxiety-like behavior in a murine model. Jodo
Pessoa, 2023. Masters’ dissertation (Masters in Biotechnology) — Universidade
Federal da Paraiba, 2023

ABSTRACT

More than seven million Brazilians are affected by Major Depressive Disorder (MDD)
and anxiety disorder, disabling pathologies that generate impacts in the social and
financial spheres. The study of the intestinal microbiota showed an intrinsic relationship
with the Central Nervous System (CNS) where changes in this system alter the
microbiota and the opposite is also true, also impacting TDM. Thus, the present study
aims to investigate the impact of the modulation of the population of Lactobacillus sp.
of the gut microbiota in an animal model of MDD and anxiety, thus evaluating the gut-
brain axis. The research project was approved by CEUA/UFPB (# 5467061021).
Female Swiss (Mus musculus) mice (2-3 months) were used. Initially, the animals were
induced to develop depressive and anxious behavior through the administration of
dexamethasone DEXA (20upg/kg) and ATB solution, composed of Vancomycin (0.5
g/L), Ampicillin (1 g/L), Norflaxacin (1 g/L) and Nystatin (100.00 1U) (ad libitum). The
groups were divided: Salina, Plantarum, Dexa, Dexa+PL, ATB, ATB+PL. The following
behavioral tests were performed: Open field test, tail suspension test and elevated plus
maze test. In addition to checking the estrous cycle phase and microbiological analysis
to quantify the fecal population of Lactobacillus sp. The results show that both protocols,
DEXA and ATB, managed to induce depressive-like behavior, as well as anxious-like
behavior, in addition to causing a significant decrease in the fecal population of
Lactobacillus sp. The administration of 200 pL of probiotic solution containing
Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003, at a concentration of 10° CFU/mL, managed
to reverse the depressive and anxious state, as well as the Lactobacillus sp. of the
intestinal microbiota. Treatment with the probiotic solution of Lactiplantibacillus
plantarum CNPCO003 reversed this behavior.

Keywords: Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003; Dexamethasone; Lactobacillus sp.; Gut Microbiota.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Instituto Global de Avalicdo e Métricas de Saude (2019), a
depressdo é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma das
doencas mais incapacitantes no mundo. Centenas de milhfes de pessoas sao
afetadas pela doenca, seja caracterizada por casos graves Oou por casos menos
severos, que podem perdurar alguns anos e levam o portador do transtorno atentar a
saude, como, por exemplo, o suicidio; sendo a terceira maior causa de mortes entre
pessoas de 15 a 29 anos (IHME, 2019).

Com uma epidemiologia tdo vasta, supfe-se que a depressao se trata de um
transtorno que nao difere suas vitimas seja por idade ou género, seja por sexo ou
etnia, contudo, j& se sabe que a doenca possui carater multifatorial, isto €, uma juncéo
de varios fatores intrinsecos e extrinsecos que levam o individuo ao comportamento
depressivo. A literatura reporta que as mulheres séo duas vezes mais acometidas pela
depressdo do que os homens, supondo-se que esse fato se deva aos impactos
hormonais e a jornada de trabalho dupla que cumprem no trabalho e em suas
residéncias (ALBERT, 2015).

O estudo de Stopa et al. (2015) mostrou a correlacdo entre a baixa qualidade
de vida e o alto indice de depressdo, em funcdo do estresse social pelo qual as
camadas mais pobres sdo mais vulneraveis. Além disso, ha também o menor acesso
a servicos de saude que consigam gerar um diagndéstico que comprove a existéncia
do transtorno e trabalhe em seu tratamento ainda na fase inicial, somado ao
preconceito associado a doenca (STOPA et al., 2015).

Para o estudo da fisiopatologia da depressdo e seus possiveis tratamentos,
foram criados protocolos para indu¢cdo do comportamento depressivo. O mais utilizado
€ o0 Estresse Leve Crbnico Imprevisivel (UCMS, do inglés unpredictable chronic mild
stress), proposto em 1982, e com duracgéo de 5 a 8 semanas (MINEUR; BELZUNG,;
CRUSIO, 2006). Este protocolo sofreu algumas adaptacdes para possibilitar sua
aplicacdo nos mais diversos laboratorios pelo mundo (MORETTI et al., 2012). Desde
entdo, foi adaptado e é possivel realiza-lo com confiabilidade em 14 dias (CARNEIRO
et al.,, 2022). Outro modelo de estudo da depressdo comumente utilizado € o de
administracdo cronica ou subcronica de dexametasona (WROBEL et al., 2014), cuja
rapidez ao simular o estresse no animal por meio da administracdo de um

glicocorticoide permite avaliar diferentes parametros (SKUPIO et al., 2015).



Recentemente, a microbiota residente no intestino foi associada ao processo
depressivo, bem como foi comprovada a interacéo direta entre o intestino e o sistema
nervoso central — SNC (FOSTER et al., 2013). Ha muitas lacunas no entendimento
como ocorre a comunicagdo da microbiota com o SNC. As principais hip6teses
supdem a liberacdo de metabdlitos pela microbiota, tais como &cido latico. Outra
hipétese indica que a interacdo ocorre pelo intermédio do sistema imunoldgico e o
comportamento da microbiota resulta a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias ou
imunoreguladoras (KELLY et al., 2015), visto que foi observado quanto maior o perfil
inflamatorio do individuo, maior € seu carater depressivo e ansioso (FOSTER et al.,
2016; ORG et al., 2016; MARIN et al., 2017).

O presente trabalho visa avaliar a modulagéo de Lactobacillus spp. da microbiota
intestinal de camundongos fémeas, submetidos ao protocolo DEXA, com a
administracdo repetida de dexametasona e o protocolo ATB onde foi disponibilizado
ad libitum os seguintes antibiéticos: Vancomicina, Ampicilina, Norflaxacino e Nistatina.
Com o objetivo de indugcdo do comportamento depressivo e ansioso, e sua posterior
reversdo com a suplementacao da linhagem Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

O transtorno depressivo maior, também chamado de Depresséao Clinica, € uma
desordem de humor severa, necessitando ser diagnosticada por especialista para
evitar confundir-se com outros transtornos que acometem o SNC, tais como esclerose
multipla, doenca de Parkinson, epilepsia, bem como condigcbes hepéticas,
hipotireoidismo ou hipertireoidismo (BENTLEY; PAGALILAUAN; SIMPSON, 2014;
SOUZA, ALEXANDRE; GUIRARDELLO, 2017).

Segundo o Manual de Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-
V), a confirmacgéo da patologia se da unicamente por anamnese. O especialista avalia
0 paciente em 9 critérios ao longo de duas semanas corridas, a saber. (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014):

1- Humor depressivo na maior parte do dia, quase diariamente;

2- Diminuicdo ou perda do interesse ou prazer em todas ou quase todas as
atividades do dia, quase diariamente;

3- Alteractes do peso e/ou do apetite;

4- HipersoOnia ou insonia;

5- Diminuicao da atividade locomotora, observada pelos outros, ndo so6 subjetiva;

6- Fadiga ou sensacdo de perda de energia quase diariamente;

7- Sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropriada quase
diariamente;

8- Indecisado, diminuicdo da habilidade de pensar ou se concentrar ou raciocinar
guase diariamente;

9- Pensamentos recorrentes de morte ou ideagao suicida.

Para a confirmacao do diagndstico € necessaria a presenca de cinco ou mais
dos sintomas acima citados, devendo pelo menos um deles serem obrigatoriamente
0os de nimero 1 ou 2 (BENTLEY; PAGALILAUAN; SIMPSON, 2014; SOUZA,
ALEXANDRE; GUIRARDELLO, 2017). Em complemento, a auséncia de marcadores
bioquimicos especificos para o diagndstico da depressdao € uma problematica

significante, visto que muitos dos sintomas sao corriqueiros e podem ser
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experienciados pelos mais diversos motivos (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014).

O transtorno depressivo e o0 transtorno ansioso frequentemente estao
associados e compartilham muito a sua fisiopatologia, isto € a fisiopatologia de ambos
os transtornos ndo € completamente elucidada. A presenca do transtorno ansioso
corrobora para detec¢do do TDM (MAGGIONI, et. al.,2019).

Os dados apresentados pelo Global Burden of Disease (GBD) (2019) mostram
um aumento de 57,8% da prevaléncia do TDM em mulheres em relagdo a homens e
guando avaliamos ansiedade os dados exibem um aumento de 61,7%. Esses dados
sdo um apanhado generalizado do diferente impacto desses transtornos na populacao
feminina, em relagcdo a masculina.

Albert (2015) sumariza diferentes trabalhos que abordam o maior impacto da
depressdo nas mulheres, cerca de duas vezes mais prevalente, e sugere possiveis
causas para essa maior prevaléncia, entre elas estdo as oscilacées hormonais em
diferentes fases do periodo fértil, pés partos, menopausa, jornada dupla entre trabalho
e os afazeres do lar.

2.2 PRINCIPIOS DA FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAO

Com a fisiopatologia ainda ndo completamente elucidada, séo reconhecidos trés
pilares que fundamentam a teoria de surgimento da depressdo: |) a teoria das
monoaminas; Il) a teoria da desregulacao do eixo Hipofise-Pituitaria-Adrenal (HPA); e
[Il) a teoria de neuroinflamacéo, todas amplamente debatidas na academia.

A teoria das monoaminas, a mais antiga, foi proposta por Schildkraut (1965) e
aponta como causa da depressdo a deplecdo de serotonina, noradrenalina e
dopamina na fenda sinaptica, em regides especificas, como o hipocampo. Desta
forma, o combate a depressdo se da na compensacdo da concentracdo de
monoaminas na fenda sinaptica, como ocorre no tratamento com inibidores da MAO
(Monoamino Oxidase), que impedem sua degradacao enzimatica ou os inibidores da
recaptacéo de serotonina e/ou noradrenalina (MULINARI, 2012). A Figura 1 resume
este tipo de abordagem terapéutica, ainda muito difundida.

Em complemento, a teoria das monoaminas se fundamenta no fato de que varios
neurbnios serotoninérgicos possuem projecdes que vao até o pré-enceéfalo, tendo

assim impacto na regulacdo do humor, da cognicdo e na regulagcdo hormonal
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(RICHELSON, 2001). Por muito tempo, a teoria das monoaminas foi a Unica tentativa
de justificar o quadro depressivo. Seu mecanismo foi elucidado e acima de tudo era
viavel. Contudo, a problemética se dava justamente por iSso, pois ja se sabia que 0s
medicamentos aumentavam a concentracdo dos neurotransmissores na fenda
sinptica.Atualmente o tratamento farmacol6gico mantém essa linha e o periodo de
laténcia para o efeito antidepressivo € idéntico, porém é importante sinalizar que 0s
efeitos adversos ndo possuem periodo de laténcia, e isso dificulta a adesdo ao
tratamento (GOLD; MACHADO-VIEIRA; PAVLATOU, 2015).

Figura 1 — Regulacao pré-sinaptica de neurbnios serotoninérgicos (A), noradrenérgicos (B) e
dopaminérgicos (C).
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Fonte: GOLAN et al. (2014).
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A segunda teoria proposta para a depressao versa sobre a desregulacéo do eixo
Hipdéfise-Pituitaria-Adrenal (HPA). Para descrevé-la, inicialmente € necessario um
breve comentério sobre estresse. O termo foi cunhado em 1956, como uma reagao
normal e fisiolégica que pode ser dividido em trés componentes: 1) o0 estressor: a
origem ao estresse, causador da desregulacdo da homeostase; Il) estresse: o0 que 0
cérebro entende como a existéncia do estressor; e lll) a resposta: como o cérebro vai
reagir frente a situacao fisioldgica ou comportamental que originou o estresse (SELYE,
1973; MARGIS et al., 2003).

Assim, a resposta ao estresse € em que a teoria da desregulacdo do eixo HPA
se baseia, visto que 0 organismo quando em situagao de estresse geralmente recorre
a respostas adaptativas (alostase). Quando o estresse ocorre de maneira aguda, de
alta intensidade ou crénica, pode chegar a ser deletério a varios sistemas no corpo,
como: cardiovascular, gastrointestinal, imunologico e até ao sistema nervoso central.
Nesses casos mais graves, podendo até levar a morte, visto que pode atuar de
maneira diferente em cada individuo (SIBA, 2013).

Os principais sistemas envolvidos na resposta ao estresse sdo o0 sistema
nervoso autdbnomo simpatico (SNAS) e o eixo HPA, que agem em conjunto pela
secrecdo de catecolaminas e o0s glicocorticoides (GC), atuando em vias de
retroalimentacéo negativa. Esses sistemas atuam focando o gasto energético corporal
na solucdo da situacdo provocadora do estresse, por meio de aumento do débito
cardiaco, assim como acelerando a respiracdo, aumentando reacdes de catabolismo
e gerenciando o fluxo sanguineo para os locais ameacados, tudo isso focando nas
reacoes de luta ou fuga (AGID; KOHN; LERER, 2000).

Ja o eixo HPA atua de maneira diferente. O estimulo causado pelo estressor
ativa as ceélulas dos nucleos paraventriculares hipotalamicos, e promove a secrecao
do fator de liberagdo da corticotrofina (CRF) e vasopressina. O CRF é langcado na
microcirculacdo hipofisaria, assim podendo agir na pituitaria, também chamada de
hipodfise anterior. A hipofise por sua vez libera o horménio adrenocorticotréfico (ACTH)
na circulacdo sanguinea, ocasionando a produc¢do de glicocorticoides no cértex da
glandula adrenal, entre eles o cortisol em humanos, e corticosterona em roedores.
Esses horménios vao atuar na alca de retroalimentacdo negativa, diminuindo a
producdo da CRH e ACTH no hipocampo e hipotalamo (Figura 2) (NESTLER et al.,
2002).
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O Cortisol ou corticosterona tem papel chave na regulacéo do eixo, visto que sua
presenca pde fim a cascata de sinalizacéo, porém seus efeitos ndo estao restritos ao
eixo HPA, sendo um importante hormdnio para regulagéo do ritmo circadiano e do
sistema imunologico (KELLER et al.,, 2006; 2017; BOWERS et al., 2008). A
desregulacdo desse eixo estd associada ao transtorno depressivo maior, pois 0s
individuos acometidos pela doenca possuem uma maior concentracdo de cortisol
sérico circulante (KELLER et al., 2017).

Figura 2 - Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal. Nlcleos Paraventriculares Hipotalamicos (PVN); Fator
de Liberacéo da Corticotrofina (CRF); Hormonio Adrenocorticotréfico (ACTH).
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Fonte: NESTLER et al. (2012).

A terceira e mais recente teoria envolve a neuroinflamacdo. Ela esta
fundamentada no aumento sérico de citocinas pro-inflamatorias, tal como interleucina-

6(IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em pacientes com transtorno
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depressivo maior (KARLOVIC et al.,, 2012). A associacdo entre citocinas pro-
inflamatorias e depressao surgiu pela associacéo da inflamacao ao sickness behavior
(comportamento de doenca), ao qual possui muita sobreposi¢cdo com a sintomatologia
da depressao, como a presenca de anedonia, fadiga e alteracdes de peso (HASLER,
2010).

Essa relacao ficou ainda mais evidente quando se demonstrou que o uso de
medicamentos anti-inflamatorios permitiu a melhora significativa no comportamento
de doenca e também restaurou o nivel basal das monoaminas nos pacientes (LI et al.,
2021). Assim, lwata, Ota e Duman (2013) prop6em que ocorre uma relagcdo muito mais
intrinseca entre inflamacédo e depressao, visto que agem nos mesmos sistemas de
sinalizagdo, ndo apenas em escala comportamental, como também em escala
fisiolégica (Figura 3) (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).

Figura 3 - Relacao entre atividade das citocinas pro-inflamatérias e eixo HPA. Cortisol (CORT);
hormdnio liberador de corticotrofina (CRH)
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Fonte: IWATA et al. (2013).

2.3 MICROBIOTA RESIDENTE INTESTINAL E RELACAO COM DEPRESSAO
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Para cada célula eucariota no corpo humano, existem 10 células procarioticas.
Esta proporcédo espantosa se deve pelos diversos microecossistemas presentes no
organismo, como por exemplo, mucosas, pele, cavidade oral e trato intestinal, onde a
propor¢éo pode chegar até 1:100 (KIM; JAZWINSKI, 2018). Desde o inicio do periodo
pos-natal, mamiferos sdo colonizados por bactérias comensais, importantes no
desenvolvimento imunoldgico, bem como para o processamento de nutrientes e
outros aspectos da homeostase, ainda ndo totalmente elucidadas (KIM; JAZWINSKI,
2018). A microbiota residente intestinal é diversa e possui densidade alta. Abordagens
moleculares e metataxondmicas identificaram mais de 1.000 espécies distintas de
bactérias, com prevaléncia dos filos Firmicutes e Bacteriodes, compondo mais de 70%
da populacdo. Os demais microrganismos sdo representados por Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia (JOVEL et al., 2016).

E importante ressaltar que a variabilidade da dindmica da populacdo destes
microrganismos ocorre em funcdo de diversos aspectos e habitos no estilo de vida,
tais como, alimentacdo, exercicio, ingestdo de bebidas alc6olicas ou estado
fisiol6égico. Na Figura 4 sdo mostradas as divisbes do sistema gastrointestinal e as
suas populacdes microbianas residentes (A) e fatores responsaveis por alteracdes na
microbiota (B). Ressalta-se que os microrganismos nao estdo divididos de maneira
uniforme pelo sistema, podendo ocorrer nichos com mais ou menos populacdes
(GRAF et al., 2015).
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Figura 4 — (A) Nichos da microbiota gastrointestinal, organizacdo espacial de populacées. (B)
Conjunto de fatores responsaveis por alteracdes da populagdo na microbiota.
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Fonte: adaptado de CLARKE et al. (2019).

O impacto do estresse na saulde psicolégica do individuo e seu papel como
gatilho para o transtorno depressivo maior é conhecido. Acredita-se que a alteracéo
da populacdo da microbiota intestinal também confere um importante fator. Isto
encoraja investigacdes da ligacdo Estresse-Depressdo-Microbiota. O Quadro 1

sumariza as populacées mais afetadas pelos protocolos de indugcéo da depresséo.

Quadro 1 - Populagdes microbianas mais afetadas na microbiota intestinal em varios modelos de
estresse

Alteracédo da Microbiota intestinal Modelo de estresse

|Lactobacillus
| Bacteriodes
Eesid Estresse maternal
1 Clostridium R

__ Estresse fisiologico
1 Oscillibacter
|Porphyromonadaceae Estresse fisiologico
lLactobacillus
1Oscillibacter Estresse pré-natal

tAnaerotruncus
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1Peptococcus

| Bacteroides _
Estresse social

1 Clostridium

|Lactobacillus

1 Clostridium

|Actinobacteri Estresse fisiolégico
ctinobacteria

|Alphaproteobacteria

| Bacteroides

| Parabacteroides
| Oscillibacter

1 Clostridium Modelo Humano

tMegamonas

tParasutterella

lLactobacillus

Setas para cima indicam um aumento da populacéo e as setas para baixo, a reducéo.
Fonte: Adaptado de MOLINA-TORRES et al. (2019); CHEUNG et al. (2019).

Segundo Kelly et al. (2015), individuos acometidos por doencas do SNC, tais
como: depressdo, ansiedade e disfungbes cognitivas, possuem um aumento
caracteristico da permeabilidade da barreira intestinal. Isso ocorre pela quebra das
Tight junctions (traduzido como jung¢des de ocluséo), complexo proteico com a fungéo
de unir as células adjacentes para formacdo de membranas. O aumento dessa
permeabilidade € responsavel pelo extravasamento de microrganismos provenientes
do intestino para a circulacao, causando uma resposta imune que influencia fortemente
a populacéo da microbiota intestinal (CHOPYK; GRAKOUI, 2020).

O impacto da microbiota sobre o comportamento pode ser observado quando, na
auséncia da mesma, animais desenvolvem comportamento ansioso simile, levando a
premissa de que a presenca de alguma microbiota especifica intestinal pode agir como
fator supressor de ansiedade e depressdo (CRUMHEYROLLE-ARIAS et al., 2014).

O quadro 1 mostra que entre as populacdes que sofrem alteracdo no
comportamento depressivo a que mais se repete sao os Lactobacillus mostrando
assim um grau de importancia do género no estudo do TDM. Marin e colaboradores
(2017) comprovou o impacto do género na patologia assim como mostrou que se trata
de uma via de mao dupla, onde alteragbes no SNC impactam na populagdo de
Lactobacillus e alteragbes na populagéo de Lactobacillus impactam no SNC.
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2.4 LACTOBACILOS

Lactobacilos s&o bactérias ndo esporulantes, Gram-positivas, do filo Bacillota,
compreendendo mais de 170 espécies e 17 subespécies (GOLDSTEIN, TYRRELL,;
CITRON, 2015). Geralmente possuem formato cilindrico, medindo 0.5-0.8 x 2.0-9.0
mm. Além disso, sdo bactérias facultativas ou aerobias, acidofilas e fermentadoras. O
acido latico é o principal produto da fermentacdo. Em condi¢cfes laboratoriais sédo
bactérias fastidiosas, requerendo nutrientes essenciais complexos (HAMMES;
VOGEL, 1995).

De acordo com Marin et al. (2017) e Molina-Torres et al. (2019), os lactobacilos
sao fortemente afetados pelos protocolos de estresse. O grupo mostra vantagens
como padréo para estudo porque para seu isolamento pode ser empregado o meio de
cultura seletivo MRS (Man, Rogosa e Sharpe), o que facilita a metodologia de
contagem, mesmo que sejam bactérias fastidiosas.

Lactobacillus sp. é reconhecido por sua funcionalidade. Por se tratar de um grupo
amplamente utilizado como probiético, lactobacilos sao incorporados numa gama de
produtos, por exemplo: iogurtes, fermentados de leite e queijos. Para garantir sua
funcdo como probidtico, a concentracdo no produto a ser ingerido deve ser de 10°
UFC/g (SHAH, 2000).

O Lactiplantibacillus plantarum € uma espécie interessante para a academia,
visto que ja é um microrganismo encontrado facilmente no leite de cabra, de consumo
diario, além de conseguir sobreviver as condicbes do trato gastrointestinal,
colonizando o intestino e trazendo beneficios a saude (ZAGO et al., 2011).

O estudo de Lavilla-Lerma et al. (2013) avaliou varias linhagens de L. plantarum
que apresentaram muitas caracteristicas funcionais, e beneficios a saude como:
protecdo contra cancer de colon, arteriosclerose, degeneracdo de tecido neural e
doenca cardiaca coronaria. Foi também avaliado a sobrevivéncia ao trato
gastrointestinal e producao de substancias antimicrobianas como bacteriocinas, que
podem atuar protegendo o hospedeiro contra patégenos. E importante ressaltar que
a populacao dos lactobacilos intestinais é facilmente alterada, podendo ser reduzida
com administracdo de antibiéticos ou suplementada pela introducdo de probidticos
(WILLIAMS, 2010; ZHAO et al., 2020).
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2.5 MODELOS ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO DA DEPRESSAO

Embora seja laborioso reproduzir os comportamentos e alteragdes fisiologicas
caracteristicas da depressdo humana em animais experimentais (DUMAN, 2010), os
modelos animais sdo importantes ferramentas para o estudo geral da fisiopatologia ou
tratamento da depresséo (OVERSTREET, 2012). A literatura mostra que a
administragao de corticoides em camundongos ativa genes relacionados ao estresse
e desta forma induzem comportamento depressivo simile, que pode ser revertido com
administracdo de farmacos antidepressivos (WROBEL, 2014; SKUPIO, 2015). A
aplicacé@o de corticosterona ou corticoide sintético € um modelo vélido para o estudo
da fisiopatologia da depresséo cuja eficacia foi demonstrada em diferentes abordagens
experimentais bioquimicas e comportamentais (STERNER; KALYNCHUK, 2010).

Na academia € visto uma preferéncia ao uso de animais machos como modelos
de depressédo e ansiedade, porém ja é comprovado uma maior prevaléncia desses
transtornos em mulheres, desta forma se faz necessario uma atencdo especial e a
escolha de animais modelos do sexo mais afetado pela patologia (SLAVICH; SACHER,
2019; CARNEIRO et al, 2022).

A dificuldade do uso de fémeas em pesquisas comportamentais se da
principalmente pelo impacto do ciclo estral, ciclo reprodutor do animal, que se separa
em 4 fases, sao elas: Proestro, estro, metestro, diestro. As diferentes fases possuem
diferentes impactos no comportamento animal variando também de acordo com a
linhagem usada (MEZIANE et al.,2006)

O modelo ATB, € uma adaptacao do protocolo ABX de Zhao et al. (2020) usado
para eliminar a microbiota normal de camundongos como um pré-tratamento para uma
transplantacéo fecal. A alteracdo entre o modelo de Zhao e deste trabalho é a selecéo
dos antibiéticos que compdem a solucdo. O modelo ATB utiliza-se do fato dessas
substancias impactarem a microbiota intestinal e consequentemente, demonstrar alto
potencial de modulacdo comportamental (ZHAO, 2020).

A relacdo do efeito de antibioticos sobre o comportamento foi reportada em um
pouco mais de uma década. Em 2010, foi descrito o primeiro relato de depressao
induzida por antibioticos. O paciente era um homem de 75 anos, que cometeu suicidio
enguanto realizava um tratamento com Levoflaxacina, Trimetoprima e Sulfametoxazol,

mais tarde identificados como antibiéticos que podem causar depressao em alguns
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casos (LASALVIA, DOMEK; GITLIN, 2010). Investigacdes posteriores contribuiram
para solidificar a relacdo entre antibidtico e depressdo, dentre eles, o uso de
antibiéticos e a depressdo poés-parto, porém os resultados foram inconclusivos,
encorajando mais investigagdes (MURPHY, 2018).

A justificativa do trabalho se da pelo estudo da fisiopatologia da depressao e
ansiedade, assim como averiguar o impacto da microbiota no transtorno depressivo e
fundamentar novas metodologias de indu¢cdo do comportamento depressivo/ansioso e
por fim comprovar o uso da suplementacgéo de Lactiplantibacillus Plantarum CNPCO003

como alternativa de tratamento aos transtornos estudados.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a modulagdo de Lactobacillus spp. da microbiota intestinal de

camundongos fémeas, submetidos a protocolos de indugcdo do comportamento

depressivo e ansioso.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Induzir o comportamento do tipo depressivo e ansioso com o protocolo DEXA
em camundongos fémeas;

Provocar o comportamento do tipo depressivo e ansioso com o protocolo ATB
em camundongos fémeas;

Avaliar os impactos do protocolo DEXA e ATB na populagéo intestinal de
Lactobacillus. sp. de camundongos fémeas;

Analisar 0 comportamento tipo depressivo por meio dos testes
comportamentais suspensdo da cauda e campo aberto, em camundongos
fémeas sujeitas aos protocolos DEXA e ATB,;

Avaliar o comportamento tipo ansioso por meio dos testes comportamentais
labirinto em cruz elevada e campo aberto, em camundongos fémeas sujeitas
aos protocolos DEXA e ATB;

Verificar a reversdo do comportamento depressivo e/ou ansioso por meio da

administracao de Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE ESTUDO

Os experimentos comportamentais foram realizados no Laboratorio de
Psicofarmacologia (Psifarm) localizado Instituto de Pesquisa de Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) e o0s ensaios microbiolégicos foram realizados no
Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMA) localizado no centro de Biotecnologia
(CBIOTEC), ambos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss fémeas, em torno de dois
meses de vida, com peso entre 20-30 g, oriundos do Biotério do Labetox, pertencente
ao Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), localizado na
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as recomendacdes da Lei n° 11.794 de 08/10/2009 e
devidamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Paraiba, sob nimero de protocolo 5467061021 (APENDICE A).

Todos os animais foram alojados em ambiente com temperatura controlada
(21+1°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais foram instalados em gaiolas
de polietileno, de forma randémica, com limite de 5 animais por caixa, recebendo agua
e racao livremente durante todo o experimento e na primeira metade do experimento
os animais do Grupo ATB e ATB+PL (vide item 4.3.1.2), tiveram sua 4gua trocada pela

solucédo ATB.
4.3 DROGAS E SOLUCAO PROBIOTICA
4.3.1 Drogas para inducdo do comportamento depressivo
4.3.1.1 Administracao repetida de dexametasona
Dexametasona (Aché, Decadron) (20 pg/kg/dia, s.c.) foi solubilizada em solugéo
salina (0,9% NacCl) e posteriormente armazenada a -10°C. O tempo de tratamento com

a dexametasona foi de 14 dias, e os testes comportamentais, realizados duas horas
apos a ultima injecédo (GERVAZIO, 2021).
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4.3.1.2 Tratamento ATB

A solucdo ATB é um coquetel de antibioticos, composto por Vancomicina (0,5
g/L), Ampicilina (1 g/L), Norflaxacino (1 g/L) e Nistatina (100.00 Ul), dissolvidos na agua
ofertada aos animais ad libitum por 24 horas, diariamente, durante todos os dias do
protocolo (adaptado de ZHAO, 2020).

4.3.2 Solucao probidtica

A solucéo probiotica contendo Lactiplantibacillus plantarum CNPCO003 foi revivida
de uma cultura estoque liofilizada cedida pela EMBRAPA Caprinos e Ovinos, inoculada
em meio MRS, e incubada em estufa bacteriolégica a 37 °C por 48 horas. Em seguida,
foi quantificada sua populacéo pelo método de leitura da absorbancia em 600 nm. Apoés
verificado o crescimento, o indculo foi submetido a centrifugacdo com velocidade de
6.000 RPM por 10 minutos, lavada com solucéo salina duas vezes e ressuspenso em
solucdo salina de modo que a concentracdo final fosse de 10° UFC/mL. Apds esse
processo, a solucao probiotica foi administrada aos animais no volume de 200uL via
gavagem (LIAO et al., 2020).

4.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Ao total foram utilizados 60 animais divididos nos 6 grupos abaixo, resultando em
um n amostral de 10 animais por grupo. A linha de procedimento experimental abaixo
sumariza 0s grupos assim como 0s principais eventos do trabalho. Todos os animais

foram submetidos a manuseio de forma padronizada.
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Figura 5 - Linha de procedimento experimental.

O = Plantarum Oral

&> = DExXASC. = salina Oral
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L l | TST
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DX: Qo : O+
Dexa+PL € : O+
ATB: hN+A : A+
ATBPL: N+A : A+

[\ = ATB na 4gua

Fonte: Autoria propria. Legenda: DO= Inicio do experimento; D7=Sétimo dia de experimento, metade;

D10=Décimo dia; D14=dltimo dia de experimento

O sumario dos grupos esta descrito a seguir:

O controle negativo SAL (dez camundongos) recebeu, por via subcutanea
(s.c.), apenas solucao salina (0,9% m/v de cloreto de sbédio) em uma
concentragéo de 0,1 mL/kg de animal;

O grupo Plant (PL) (dez camundongos) recebeu, por via subcutanea (s.c.),
apenas solucao salina (0,9% m/v de cloreto de s6dio) em uma concentracdo
de 0,1ml/kg de animal e nos ultimos 7 dias recebeu 200 pL da solucao
probidtica, via gavagem, na concentracédo de 10° UFC/mL;

O grupo DEXA (dez camundongos) recebeu a Dexametasona (Sigma-
Aldrich, Brasil), dissolvida em solucdo salina e administrada em via
subcutanea (s.c.) em uma concentragéo de 20 pg/kg;

O grupo DEXA + Plant (PL) (dez camundongos) recebeu a Dexametasona
(Sigma-Aldrich, Brasil), dissolvida em solucdo salina e administrada, via
subcutanea (s.c.), em uma concentracdo de 20 pg/kg e, nos ultimos 7 dias,
recebeu 200 pL da solucéo probidtica, via gavagem, na concentracéo de 10°
UFC/mL;

O grupo ATB + Plant (PL) (dez camundongos) teve sua agua substituida pela
solucdo ATB, sendo essa a Unica fonte de agua da gaiola pelos primeiros 7

dias de protocolo.
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* Ogrupo ATB + Plant (PL) (dez camundongos) teve sua agua substituida pela
solucéo ATB, sendo essa a Unica fonte de agua da gaiola pelos primeiros 7
dias de protocolo e nos ultimos 7 dias recebeu 200 puL da solugéo probidtica,
via gavagem, na concentragdo de 10° UFC/mL.

O tratamento com Dexametasona se iniciou no dia 1 do protocolo DEXA, ja o
tratamento dos dois grupos que receberam a solugéo probidtica contendo L. plantarum
iniciou apos sete dias e foi continuado até o ultimo dia do protocolo de indugéo do

comportamento depressivo.

4.5. Lactiplantibacillus plantarum

Foi utilizada a linhagem CNPCO003 (anteriormente Lactobacillus plantarum B12,
Patriménio Genético: BRMCTAA179), foi isolada de leite caprino, da raca anglo
nubiana e pertence a “Colegcdo de Microrganismos de Interesse para Industria de

Alimentos”, cedida pela Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral, Ceara, Brasil).

4.6 AVALIACAO DO CICLO ESTRAL

O ciclo estral foi realizado conforme o protocolo descrito por Byers (2012). Foi
coletado um lavado vaginal dos animais com solucéo salina a 0,9%, colorido com Azul
de metileno, e em seguida levado para analise no microscopio. Com base no perfil da
populacao celular do lavado e a aparéncia exterior da vagina, foram definidas as fases.
(MCLEAN, 2012). Ao todo sé&o 4 fases do ciclo estral essas séo: Proestro, Metestro,
Estro e Diestro. A depender da fase em que se encontra 0s animais podem haver
alteracOes a resposta aos testes comportamentais, especificamente na comparagao
entre fase fértil, estro com as fases inférteis, Proestro, metestro, diestro. (MEZIANE,
2007)

4.7 AVALIACAO GERAL DA ATIVIDADE NO SNC

4.7.1 Teste do Campo Aberto
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Originalmente descrito por Hall em 1934, o Teste do Campo Aberto apesar de
ser um modelo animal muito conhecido para ansiedade, ndo € um meétodo especifico,
podendo ser aplicado como um teste geral, uma vez que o efeito de muitas drogas
tem sido investigado no Campo Aberto, incluindo drogas ansioliticas, estimulantes,
sedativas ou drogas epileptogénicas (MINEUR; BELZUNG; CRUSIO, 2006).

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar a atividade geral do SNC, em
uma plataforma plana circular 40x40x60, com 12 quadrantes demarcados. Os animais
foram alojados no centro do aparato apos a filmagem ser iniciada e foi contado cinco
minutos apos o inicio do teste, tendo intencdo de avaliar o carater exploratorio e a
locomocédo dos animais. Os parametros analisados foram: tempo total que os animais
passam nos quadrantes centrais e numero de rearing (levantamento) (ALMEIDA,;
OLIVEIRA, 2006).

4.8 AVALIACAO DO ESTADO TIPO DEPRESSIVO

4.8.1 Teste de Suspenséo da Cauda

O teste de suspensao da cauda foi realizado para detectar comportamento do
tipo depressivo. Os animais foram colocados em uma situacdo de perigo inescapavel,
suspensos e presos com fita adesiva a cerca de 1 cm da ponta da cauda, numa
plataforma 50 cm acima da bancada, por um periodo de cinco minutos. Neste
experimento foram observados 0s seguintes parametros: laténcia e tempo de
imobilidade. Os animais com maior tempo de imobilidade, ou seja, um menor tempo
de luta contra a situagcdo, se encaixam em um perfil depressivo (CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

4.9 AVALIACAO DO ESTADO ANSIOSO
4.9.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O teste teve 0 objetivo de avaliar o comportamento tipo ansioso do animal
proposto por PELLOW et al., (1985) e adaptado posteriormente para camundongos

por LISTER (1990). O aparato € composto por 4 bracos erguidos em que 2 deles sdo

abertos a entrada de luz e os 2 outros na obscuridade. Como 0s camundongos séo
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animais de habitos noturnos, assim estdo adaptados a ambientes escuros, contudo
ao serem colocados no centro dos 4 bracos passam por um estado de medo e
ansiedade, podendo ser avaliado o estado do animal frente a essa situagéo pela qual
pode se esquivar e/ou explorar. Os seguintes parametros foram observados por 5
minutos: tempo de permanéncia nos bragos fechados; tempo de permanéncia nos
bracos abertos; nimero de entradas nos bracos fechados; e numero de entradas nos
bracos abertos. Entre cada animal a arena foi higienizada com solucao hidroalcéolica
10% (MORATO, 2006).

4.10 AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

4.10.1 Quantificacao de lactobacilos totais

Inicialmente foi realizada a coleta e pesagem de um bolo fecal de cada animal,
apresentando peso médio de 30 mg. As amostras foram transferidas para 10 mL de
solucéo salina de NaCl 0,85% e em seguida, diluidas 1:10 até a terceira diluicao.
Desta solugéo, 100 pL foram transferidos para tubos Falcon com capacidade para 15
mL, contendo 9,9 mL de caldo MRS, composto de (em mg/L): peptona de caseina 10,
extrato de carne 8, extrato de levedura 4, D(+)-glicose 20, fosfato dipotassico 2, tween
80™ 1, citrato diambnio 2, acetato de sédio 5, sulfato de magnésio 0,2, sulfato de
manganés 0,04 e pH ajustado para 5,5. A incubacdo foi realizada em jarras de
anaerobiose, a 37°C por 48 horas.

Apds o periodo de incubacéo, foi determinada a absorbancia do meio a 600 nm
em espectrofotdmetro (Kasvi, K37-VIS), considerando para os calculos a absorbancia
do caldo MRS néo inoculado (AHN et al., 2002; KIM et al., 2012).

4.10.2. Converséo de absorbancia para UFC/g de amostra

A populagéo de Lactobacillus sp. foi verificada em trés ocasifes: no inicio do
experimento (D=0), com uma semana (D=7) e duas semanas (D=14).
Amostras de fezes foram igualmente tomadas e tratadas como descrito
anteriormente, sendo que a quantificacdo ocorreu em agar MRS pela técnica do pour
plate (SILVA, 2018), a partir de treze diluicdes decimais. Uma aliquota de 1 mL foi

distribuida em placas de Petri e 10 mL de agar foi vertido a seguir. Apés
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homogeneizada, as placas foram deixadas em repouso e incubadas solidificadas em
ambiente de anaerobiose a 37°C por 48 horas. Igualmente, amostras foram
transferidas para caldo MRS como descrito anteriormente para determinacédo da
absorbancia a 600 nm. Passadas as horas, o0 niumero de col6nias foi contado e uma
curva-padrdo foi determinada cuja equacéo obtida (r = 0,9159) foi empregada para
quantificar a populacéo de Lactobacillus spp. (KIM et al., 2012).

A conversédo da ABSeoo para unidades formadoras de colonia por grama de
fezes (UFC/q) foi realizada pelo calculo:

y (UFC/g) = [149368 x ABSes00 — 243511] (Eqg. 1)

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demonstrados neste trabalho sdo apresentados como média + erro
padrdo da média. Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de Shapiro para
avaliar a normalidade. Em seguida, foi feita a comparagao dos grupos por meio do
teste ANOVA, seja de uma via. Foram considerados significativos os valores de

p<0,05. As analises foram realizadas pelo software Graphpad Prism®.
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5. RESULTADOS

O processo de modulacéo da populacéo de Lactobacillus sp. da microbiota pelos
protocolos ATB e DEXA e a suplementacdo com o Lactiplantibacillus plantarum
CNPCO003 foi analisado por meio da avaliagdo geral dos animais (peso ponderal,
estruturas cerebrais e ciclo estral), somado aos testes comportamentais (campo
aberto, teste de suspensdo da cauda e labirinto em cruz elevado) e a analise

microbioldgica dos bolos fecais.

5.1 AVALIACAO GERAL DOS ANIMAIS

5.1.1 Avaliacéo da evolugcéo ponderal do animal

Na Figura 6 é possivel observar o aumento de peso dos animais ao longo dos
14 dias de experimento, sem diferenca estatistica significante entre os grupos. Sendo
assim todos 0s animais apresentaram crescimento semelhante, sem influéncia do

tratamento no ganho ou perda de peso.

Figura 6: Evolucdo ponderal do peso dos animais durante os 14 dias de experimentacgéo.
35
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-4~ Dexa+PL
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Legenda: Barras verticais mostram o desvio padrao da média. n=10 ANOVA “one way” seguido pelo

teste post hoc Dunnett; Salina= grupo controle; Plantarum= grupo tratado com a solucao probiética;
Dexa= grupo tratado com Dexametasona; Dexa + PL= Grupo tratado com Dexametasona e solucao
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probiética; ATB= Grupo com acesso livre a solucdo ATB nos primeiros 7 dias de protocolo; ATB + PL=
grupo com acesso livre a solugdo ATB nos primeiros 7 dias de protocolo e tratado com solucdo
probiética nos Ultimos 7 dias de protocolo.

5.1.2 Avaliagdo do peso das estruturas cerebrais

Foi avaliado o peso das estruturas cerebrais de interesse, para detectar a
possivel diminuicdo de seu volume, caracteristica do dano tecidual causado pelo
processo inflamatoério do transtorno depressivo. Quanto ao peso do cortex pré-frontal

e do hipocampo dos animais, ndo houve diferenca estatistica nos grupos avaliados,
como visto na Figura 7.

Figura 7: Peso das estruturas cerebrais durante apds 14 dias de experimentagéo (n=10)
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Legenda: Barras verticais mostram o desvio padrdo da média. n=10. Diferenca estatistica por ANOVA
“one way” seguido pelo teste post hoc Dunnett, em relacdo ao controle (Salina). Salina= grupo
controle; Plantarum= grupo tratado com a solucéo probiética; Dexa= grupo tratado com
Dexametasona; Dexa + PL= Grupo tratado com Dexametasona e soluc¢ao probidtica; ATB= Grupo
com acesso livre a solucdo ATB nos primeiros 7 dias de protocolo; ATB + PL= grupo com acesso livre

a solucao ATB nos primeiros 7 dias de protocolo e tratado com solucéo probiética nos ultimos 7 dias
de protocolo.

5.1.3 Leitura das fases do ciclo estral

A determinacédo da fase do ciclo estral foi utilizada para avaliar a fase do ciclo
gue os animais se encontravam. Contudo, ndo foram realizadas analises estatisticas,

pois tratou-se de um teste qualitativo. Aléem disso, foi verificado que a maior parte dos
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animais se encontrava na fase de diestro, seguida pelo metestro, como apresentado

na Figura 8. Observou-se também presenca da fase estro (fértil) no grupo controle e

em dois grupos que receberam suplementa¢do com o probidtico.

Figura 8: Leitura das fases do ciclo estral
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Fases do ciclo estral: proestro, estro, metestro diestro

5.2 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

5.2.1 Teste do Campo Aberto

O campo aberto foi utilizado para avaliar o estado comportamental geral dos
animais. A Figura 9 (A) apresenta o tempo total em que o animal permaneceu no
centro do campo aberto. Tempo no centro € um parametro relativo ao comportamento
do tipo ansioso de evitacdo, onde animais mais ansiosos evitam a regido central,
exposta, por um instinto de seguranca advindo das regides mais préximas as paredes
do aparato. Nesse parametro, os grupos Dexa e ATB apresentaram diminuicao
significativa do tempo no centro quando comparados com o grupo Salina — controle
(Salina vs. Dexa p= 0,0205; Salina vs. ATB p= 0,0100).

Quanto a andlise do numero de rearings, € verificado o comportamento de
elevacdo, onde o animal apoiando-se apenas nas patas traseiras, com o objetivo de
explorar o ambiente. O comportamento exploratorio, no caso um maior niamero de
rearings, € indicativo de animais menos ansioso. Na Figura 9 (B) verifica-se que o
grupo ATB apresentou um numero significativamente menor de rearings quando

comparado com o grupo Salina (Salina vs. ATB p= 0,0067).

Figura 9: Teste do campo aberto.
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Legenda: Barras verticais mostram o desvio padrdao da média. n=10. ANOVA “one way” seguido pelo
teste post hoc Dunnett; *p<0,05 **p<0,001 em relacdo ao controle Salina. Salina= grupo controle;
Plantarum= grupo tratado com a solugéo probidtica; Dexa= grupo tratado com Dexametasona; Dexa +
PL= Grupo tratado com Dexametasona e solugédo probidtica; ATB= Grupo com acesso livre a solugao
ATB nos primeiros 7 dias de protocolo; ATB + PL= grupo com acesso livre a solu¢cdo ATB nos primeiros
7 dias de protocolo e tratado com solugédo probiética nos ultimos 7 dias de protocolo.

5.2.2 Teste da Suspensao da Cauda

O teste de suspensao da cauda foi utilizado a fim de avaliar comportamento do
tipo depressivo. Os animais foram postos numa situacdo de perigo inescapavel e foi
avaliado o comportamento de luta, onde animais mais depressivos tendem a desistir
mais rapidamente e por um maior periodo de tempo. Quanto ao resultado da laténcia,
isto é, o tempo necessario para a primeira imobilidade, o grupo ATB apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao grupo Salina (Salina vs. ATB p= 0,0197),
como mostra a Figura 10 (A).

Na Figura 10 (B) também é demonstrado o tempo de imobilidade dos animais,
onde os grupos Dexa e ATB apresentaram um aumento significativo quando

comparados ao grupo Salina (Salina vs. Dexa p= 0,0136; Salina vs. ATB p= 0,0297).

Figura 10: Teste de suspenséo da cauda
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Legenda: Barras verticais mostram o desvio padrao da média. n=10. ANOVA “one way” seguido pelo
teste post hoc Dunnett; *p<0,05 em relacdo ao controle Salina. Salina= grupo controle; Plantarum=
grupo tratado com a solugdo probidtica; Dexa= grupo tratado com Dexametasona; Dexa + PL= Grupo
tratado com Dexametasona e solucdo probidtica; ATB= Grupo com acesso livre a solucao ATB nos
primeiros 7 dias de protocolo; ATB + PL= grupo com acesso livre a solucdo ATB nos primeiros 7 dias
de protocolo e tratado com solugéo probidtica nos ultimos 7 dias de protocolo.
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5.2.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevada

O teste do labirinto em cruz elevada é utilizado para avaliar comportamento do
tipo ansioso. Nele, os animais experimentais sdo postos no centro da estrutura com 4
bracos postos em cruz sendo 2 bracos abertos, sem paredes, e 2 bracos fechados
visando avaliar o comportamento de evitacdo natural do animal, onde animais mais
ansiosos evitam as regides mais abertas e expostas. No presente estudo, foram
analisados o numero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos e

fechados, estando apresentados os resultados na Figura 11.

Figura 11: Teste do labirinto em cruz elevada
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Legenda: Barras verticais mostram o desvio padrdao da média. n=10. ANOVA “one way” seguido pelo
teste post hoc Dunnett; *p<0,05 em relacdo ao controle Salina. Salina= grupo controle; Plantarum=
grupo tratado com a solucao probiética; Dexa= grupo tratado com Dexametasona; Dexa + PL= Grupo
tratado com Dexametasona e solucdo probidtica; ATB= Grupo com acesso livre a solucao ATB nos
primeiros 7 dias de protocolo; ATB + PL= grupo com acesso livre a solugao ATB nos primeiros 7 dias
de protocolo e tratado com solugdo probidtica nos dltimos 7 dias de protocolo. NEBF= Numero de
entradas nos bragos fechados; NEBA= Numero de entradas nos bracos abertos; TPBF= Tempo de
permanéncia nos bracos fechados; TPBA= Tempo de permanéncia nos bracos abertos.
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O tempo de permanéncia nos bracos abertos (Fig. 11 — D) foi Unico parametro
avaliado onde foi observada diferenca estatistica entre os grupos, tendo Dexa e ATB
apresentado uma diminuicdo significativa no tempo de permanéncia quando
comparados ao grupo controle Salina (Salina vs. Dexa p= 0,0146; Salina vs. ATB p=
0,0314).

5.6 ANALISE MICROBIOLOGICA

5.6.1 Quantificacédo da populacao de Lactobacillus sp.

Observou-se um aumento de dez vezes na populacdo de Lactobacillus sp. até o
D=7 e igual reducdo ao final do experimento (D=14). Foi verificada diferencas
estatisticas na populacao bacteriana ap6s uma e duas semanas de tratamento, nas
diferentes condi¢des testadas (Figura 12).

As alteracbes estatisticas mais significativas ocorreram em D=7, com uma
drastica diminuicdo da populacdo de Lactobacillus sp. nos grupos tratados com a
solugdo ATB, quando comparados ao grupo Salina (Salina vs. ATB p= 0,0073; Salina
vs. ATB+PL p= 0,0073). J& no tempo D=14, os grupos Dexa e ATB apresentaram
diminuicdo estatistica significativa também quando comparados ao grupo Salina
(Salina vs. Dexa p= 0,0213; Salina vs. ATB p= 0,0360).

Figura 12: Quantificac@o da populagéo de Lactobacillus sp.
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Legenda: Barras verticais mostram o desvio padrdo da média. n=10. ANOVA “one way” seguido pelo
teste post hoc Dunnett; *p<0,05 **p<0,001 em relacdo ao controle Salina. Salina= grupo controle;
Plantarum= grupo tratado com a solu¢éo probidtica; Dexa= grupo tratado com Dexametasona; Dexa +
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PL= Grupo tratado com Dexametasona e solucao probiética; ATB= Grupo com acesso livre a solucao
ATB nos primeiros 7 dias de protocolo; ATB + PL= grupo com acesso livre a solu¢cdo ATB nos primeiros
7 dias de protocolo e tratado com solugéo probidtica nos ultimos 7 dias de protocolo.

6. DISCUSSAO

O transtorno depressivo maior € uma das maiores causas de incapacitacdo na
sociedade atual. Com uma prevaléncia no Brasil de 3,3%, sendo mais de 7 milhdes de
individuos acometidos que necessitam de tratamento (BONADIMAN et al., 2020). No
presente trabalho foi observado que a modulacdo da populacdo de Lactobacillus sp.
na microbiota pelos protocolos DEXA e ATB induziu comportamentos do tipo
depressivo e ansioso no modelo experimental adotado

Considerando as condi¢cGes experimentais adotadas, os resultados sugerem a
presenca de comportamento depressivo e ansioso simile nos grupos Dexa e ATB,
tendo em vista a diminuigéo do tempo no centro no campo aberto em ambos 0s grupos
e a diminuicdo no namero de rearings do grupo ATB. Por sua vez, os resultados do
teste de suspensédo da cauda corroboram esses achados, onde o grupo ATB obteve
diminuicdo estatistica no tempo de laténcia para primeira imobilidade e o grupo Dexa
e ATB apresentaram aumento significativo quando avaliamos o tempo total de
imobilidade. No teste do labirinto em cruz elevado, tanto Dexa quanto ATB tiveram
diminuicao estatistica quanto ao tempo de permanéncia nos bragos abertos. Todas as
comparacdes foram feitas em relagdo ao grupo controle (salina), o qual nao foi
submetido a nenhum dos protocolos de inducdo do comportamento tipo depressivo.

Analisando inicialmente os parametros fisiol6gicos, no caso a evolucdo da
avaliacdo ponderal, uma possivel correlagdo entre depresséo e alteracédo de peso é
complexa, ndo tendo sido observado no presente estudo diferenca estatistica em
relacdo ao peso ponderal. Desta forma, a evolugdo ponderal ndo € um fator decisivo
quando se trata da confirmacdo do estado depressivo dos animais (MORETTI et al.,
2012a). Protocolos mais longos tendem a perceber melhor essas diferengas como foi
0 caso de Ifhiguez et al. (2018) que teve duracao de 8 semanas.

A diminuicdo do volume do cértex pré-frontal e hipocampo é bastante
documentada, mas ainda ndo completamente elucidada. No presente trabalho, nao
foram encontradas diferencas estatisticas no volume do hipocampo e cortex pré-frontal

em funcdo do tratamento. Trabalhos de revisdo como o de Belleau, Treadway e
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Pizzagalli (2019) sumarizam o impacto dessa diminuicdo, mas nao conclui o
mecanismo pelo qual ocorre e foca em estudos crénicos, sendo uma area ainda nao
muito explorada pela academia em estudos de doses repetidas como o do presente
trabalho.

Como foram utilizadas camundongos fémeas no trabalho é importante o
acompanhamento das fases do ciclo estral. Foi observado que, no geral, os animais
estavam numa mesma fase do ciclo sendo essa diestro e metestro majoritariamente,
diminuindo assim a chance de alteracbes comportamentais causadas pelas diferengas
hormonais das varias fases do ciclo e provendo uma maior confiabilidade aos
resultados comportamentais (BRENNAN et al., 2007; MEZIANE et al., 2006).

Em relacdo aos testes comportamentais, o teste do campo aberto € um teste
altamente presente na literatura, avaliando uma visao geral do SNC do animal
(STANFORD, 2007). Um dos parametros avaliados nesse teste foi 0 tempo no centro,
parametro esse que sugere a presenca de comportamento do tipo ansioso, onde
animais ansiosos tendem a passar mais tempo proximos as paredes do campo por
serem mais protegidas, evitando regides mais expostas como o centro (CAROLA et al,
2002). Ambos os grupos, Dexa e ATB, tiveram uma diminuicdo estatistica de seu
tempo no centro, como ja era esperado, ja os animais que foram tratados com a
linhagem probidtica ndo tiveram diferenca quando comparados com o grupo Salina.
Esses resultados sugerem a presenca de um comportamento ansioso simile nos
grupos Dexa e ATB e a capacidade do tratamento com Lactiplantibacillus plantarum
de reverter esse comportamento (ARAUJO, 2018; CARNEIRO et al., 2022;
GERVAZIO, 2021).

Ainda sobre o teste do campo aberto, 0 menor niumero de rearings do grupo ATB
demonstra um menor interesse nas atividades exploratérias instintivas do animal. O
comportamento exploratorio natural é de levantamento dos animais apoiados apenas
nas patas traseiras para explorar o ambiente, farejando o local. Nesse teste, foi
verificada a diminuicdo estatistica apenas no grupo ATB, indicativo da reducédo do
comportamento exploratorio natural dos animais, sugerindo, de acordo com a
literatura, a presenca de um comportamento ansioso simile (GOULD; DAO;
KOVASICS, 2009; STURMAN; GERMAN; BOHACEK, 2018).

O teste de suspensdo da cauda é um ensaio consolidado na literatura, sendo
considerado um padrao ouro quando se trata de avaliar a presenca do comportamento

do tipo depressivo. Foram avaliados a laténcia, o tempo que leva para a primeira
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imobilidade, e o tempo de imobilidade, isto €, o tempo gasto pelos animais em nao
lutar por suas vidas quando postos numa situacdo de perigo inescapavel,
caracterizando como iméveis. Assim, animais com comportamentos do tipo depressivo
possuem maiores tempos de imobilidade e menor tempo de laténcia (CAN et al., 2012).

Quanto a laténcia, foi observado diminuicdo significativa no tempo do grupo ATB,
tratado apenas com a solucdo antibiotica, configurando uma mais rapida desisténcia
do comportamento de luta frente a situacdo de perigo inescapavel. (CRYAN;
MOMBEREAU; VASSOUT, 2005). Quando avaliamos o tempo total de imobilidade no
teste de suspenséo da cauda, tanto o grupo Dexa, tratado apenas com glicocorticoide,
guanto o ATB apresentaram aumento significativo, sugerindo assim a presenca de
comportamento do tipo depressivo em ambos 0s grupos de interesse como de acordo
com a literatura. (MORETTI et al., 2012a, 2012b; SKUPIO et al., 2015; GERVAZIO,
2021; CARNEIRO et al, 2022).

O teste do labirinto em cruz elevada é extremamente util no estudo da ansiedade,
sendo ja consolidado na academia, ele avalia 0 ato de evitar regides mais expostas,
isso é os bracos abertos do aparato. Animais mais ansiosos evitam os bracos abertos,
comportamento semelhante ao avaliado no tempo no centro do campo aberto. O
namero total de entradas em cada tipo de braco, aberto ou fechado é avaliado, assim
como o tempo de permanéncia em ambos os bracos. Foi verificado uma diminuicdo
estatistica no tempo de permanéncia nos bragos abertos tanto no grupo Dexa e ATB,
assim mostrando a aversao ao ambiente exposto e por consequéncia sugerindo a
presenca do comportamento ansioso nesses grupos (KOMADA; TAKAO; MYAKAWA,
2008; LIU; SCOTT; BURNHAM, 2022).

Sumarizando os dados comportamentais podemos verificar a presenca do
comportamento depressivo/ansioso nos grupos Dexa e ATB e os grupos tratados com
a solugdo probidtica, ndo diferiram do grupo controle Salina, validando assim os
modelos apresentados com base na literatura (GERVAZIO, 2021; CARNEIRO, et al.,
2022)

No estudo de Marin et al. (2017) foi observado que ndo apenas o transtorno
depressivo simile pode levar a alteragdes na microbiota, mas o contrario também é
verdadeiro. Alteragbes na composicdo da microbiota intestinal geram respostas no
SNC, desencadeando comportamentos do tipo ansioso e depressivo. Por outro lado,

a restauracado da microbiota normal, por meio de suplementacdo, permite o retorno
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comportamental do individuo em niveis basais, dados esses que corroboram com
nossos resultados (SCHNEIDER et al, 2023).

A populacéo inicial de Lactobacillus sp. ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos em razdo da microbiota residente estar nos parametros de
camundongos sadios (DUAN et al. 2021), bem como os animais ndo haviam sido
expostos a estimulos. No dia 7, na metade do protocolo, foi encontrada diferenca
estatistica apenas nos grupos tratados com a solu¢cao ATB, no caso os grupos ATB e
ATB+PL. Esse resultado ja era esperado visto que o objetivo do tratamento antibiotico
€ exatamente inibir a microbiota normal desses animais. Outro ponto importante a
ressaltar sdo os grupos tratados com a dexametasona (Dexa e Dexa+PL) que nao
sofreram impacto em termos da microbiota, visto que o tratamento com o corticoide, a
curto prazo, pode nao produzir acdo sobre a microbiota intestinal (GERVAZIO, 2021).

No D=14, apenas 0s grupos Dexa e ATB mostraram diminuicao significativa da
populacao de lactobacilos totais, dado muito importante visto que demonstra o impacto
do tratamento com o corticoide e antibidtico sobre a microbiota, além do potencial da
linhagem probiética de colonizar a microbiota dos animais, resultados estes que
corroboram com a literatura (DINAN; CRYAN, 2013; CRUMEYROLLE-ARIAS et al.,
2014; NASERIBAFROUEI et al, 2014; KELLY et al., 2015; CAMPOS et al., 2016;
SCHNEIDER et al., 2023).

Em estudo anterior, diferentes métodos de inducdo do comportamento
depressivo, estresse subcronico imprevisivel e protocolo DEXA foram avaliados, assim
como o impacto na populacao de Lactobacillus sp. na microbiota intestinal (GERVAZIO
et al., 2021). Nesse estudo, também foi observada uma diminui¢éo significativa dessa
populacdo quando submetido aos protocolos de inducdo do comportamento
depressivo, dados esses que corroboram com a literatura (MARIN et al., 2017).

Os resultados do presente estudo mostram o impacto que a microbiota tem no
comportamento dos animais e que a interrup¢do de sua homeostase esta ligada ao
surgimento do comportamento do tipo depressivo. O mecanismo por qual isso ocorre
ainda nédo foi completamente elucidado, contudo, as hipOteses mais aceitas
correlacionam as alteracdes da densidade e diversidade microbiana como parte
fundamental da fisiopatologia do transtorno (MOLINA-TORRES et al., 2019).

Em complemento, supfe-se que o perfil altamente inflamatério, causado pelo
aumento da corticosterona circulante ou a presenca do glicocorticoide dexametasona,

possui efeito danoso na microbiota intestinal normal, impedindo a fungcdo imune que
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regula a populacéo intestinal e isto pode favorecer o desenvolvimento de bactérias
oportunistas. Este cenario somado ao enfraquecimento das juncdes de oclusédo (tight
junctions) pode criar um favorecimento para a translocacdo de microrganismos do
intestino para outras partes do corpo que, uma vez apresentando atividade
imunologica reduzida, pode originar um processo inflamatério nessas regifes
altamente enervadas com células neuronais e com comunicagdo com 0 nervo vago
que liga diretamente ao SNC (MOLINA-TORRES et al., 2019).

Ressalta-se que a restauracdo de certos grupos microbianos na microbiota
intestinal ja € uma terapia corriqueira na clinica para o tratamento de colites, sindrome
do intestino irritavel, diarreias causadas pelo uso de antibioticos entre outras doencas
inflamatérias intestinais (WILLIAMS, 2010). H& evidéncias do efeito benéfico do uso
de probidticos sobre a imunidade por diferentes vias, aumentando a producdo de
células imunoldgicas, reduzindo a inflamac&o, melhorando a barreira intestinal e
competindo com bactérias patogénicas por nutrientes e locais de adeséo. Além disso,
0os probidticos também podem modular a resposta imune, ajudando a regular a
resposta inflamatéria e a prevenir doencas autoimunes. No entanto, é importante
destacar que mais pesquisas sdo necessarias para entender completamente os efeitos
dos probidticos na imunidade e em diferentes doencas (EVRENSEL; UNSALVER;
CEYLAN, 2019).

A microbiota intestinal é intimamente associada a comunicacéo bidirecional com
0 eixo cérebro-intestino, modulando fun¢des neurofisiolégicas (MARIN, et al, 2017). O
uso de probidtico € um tratamento consolidado, entretanto seus efeitos em transtornos
do sistema nervoso ainda nao foram completamente elucidados. Liu e colaboradores
(2020) empregaram uso de um consoércio microbiano composto por L. plantarum e
pode atestar seu efeito antidepressivo comparavel ao da fluoxetina, droga padrao
usada no tratamento o transtorno depressivo maior.

Liao e colaboradores (2020) testaram L. plantarum em modelo de doenca de
Parkinson e o probidtico demonstrou grande potencial de inibicdo do processo
neurodegenerativo da doenca, além de produzir efeito neuroprotetor por reducao da
gueda dos neurotransmissores, assim como verificou menor presenca de interleucinas
pré-inflamatérias.

A L. plantarum ja mostrou atividades diversas quando usada como probidticos, o
trabalho de Moreno-Montoro e colaboradores (2017) verificaram que o leite de cabra

adicionado da L. plantarum apresentou peptideos bioativos que podem ser
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responsaveis por atividades antioxidante e inibitéria da enzima conversora de
angiotensina (ECA), importante na fisiopatologia e tratamento da hipertensdo. O
trabalho de Bomfim e colaboradores (2020) caracterizou a atividade de
exopolisacarideos (EPS) produzidos pela L. plantarum CNPCO003, e esses EPS
apresentaram forte atividade antioxidante in vitro, mostrando um grande potencial pro
saude da linhagem em questéao.

A mesma linhagem utilizada no presente estudo, L. plantarum CNPCO003, ja foi
aplicada como probidtico em estudos realizados com queijo de cabra do tipo “petit
suisse”. Sua adicdo nao afetou carateristicas fisico-quimicas, mas melhorou textura e
cor do produto, além de, juntamente com a adi¢cdo de polpa de acerola, conferir uma
maior gama de compostos bioativos ao queijo do estudo, como compostos
antioxidantes, aminoéacidos e polifenéis (BARCELOS et al., 2020).

O presente trabalho mostrou o impacto da modulacéo da populacéo intestinal de
Lactobacillus sp., onde uma metodologia de indu¢cdo do comportamento depressivo e
uma metodologia de modulacdo dessa populagédo microbiana intestinal, conseguiram
induzir comportamento depressivo simile e diminuicdo da populacéo intestinal de
Lactobacillus sp. em camundongos fémeas, e a suplementacdo com o L. plantarum
CNPCO003 obteve éxito em reverter esse comportamento a sua normalidade.
Sugerindo assim uma possivel via de tratamento suporte aos tratamentos ja

convencionais.
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7. CONCLUSAO

Foi detectada nos camundongos fémeas a presenca do comportamento
depressivo e ansioso simile nos testes comportamentais de campo aberto, labirinto em
cruz elevada e o teste de suspensdo da cauda tanto nos animais submetidos ao
protocolo Dexa como aos submetidos ao protocolo ATB. Finalmente, foi possivel
verificar que houve diminuicdo na populacéo de Lactobacillus sp. ao final dos 14 dias
de experimento e o tratamento com Lactiplantibacillus plantarum CNPO0O03, a uma
concentracdo de 10° UFC/mL, conseguiu reverter tanto o comportamento do tipo

depressivo quanto o comportamento do tipo ansioso através dos testes utilizados.
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