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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) € um distarbio psiquiatrico com alta
prevaléncia, e de origem multifatorial, e o sistema imunolégico pode estar envolvido
nas alteragbes que levam a esta desordem. Os medicamentos antidepressivos
representam a principal forma de tratamento para o TDM, porém, possuem sua
eficacia limita, em torno de 1/3 dos pacientes respondem ao tratamento com esses
farmacos, o que torna necessario o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas para esta desordem. O modelo pré-clinico de inducdo de citocinas
inflamatdrias através do lipopolissacarideo (LPS) mostra o papel da neuroinflamagao
em desencadear comportamentos do tipo depressivo. A kombucha (KT), uma bebida
fermentada a base de cha da planta Camelia Sinensis, vem sendo considerada uma
boa candidata em trazer beneficios a saude mental através da regulagdo imune.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial neuromodulador da KT sobre o
comportamento tipo depressivo/ansioso induzido pelo LPS. Para isto, foram utilizados
camundongos machos e fémeas tratados com KT (na dose de 2mg/kg durante 10
dias) e submetidos ao modelo de comportamento tipo depressivo induzido por LPS
(0,83 mg/kg i.p). Apds 24 horas da administracdo do LPS, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais: campo aberto, caixa claro e escuro e teste
de suspensdo da cauda. Os resultados encontrados demonstram que a KT tem
potencial de reverter o comportamento tipo depressivo e atenuar o comportamento
tipo ansioso e a hipolocomocéo causados pelo LPS em fémeas. Nos machos, por sua
vez, nao foi observado o mesmo efeito do consumo dessa bebida nos parametros de
comportamento tipo ansioso e campo aberto. Ademais, nos machos o LPS nao
provocou aumento da imobilidade no teste de suspensdo da cauda. Diante disto,
sugere-se que o consumo de KT tem efeitos benéficos na modulagdo de
comportamento tipo depressivo/ansioso em fémeas, e que elas sdo mais sensiveis as

alteracbes comportamentais induzidas por LPS.

Palavras-chave: Transtorno Depressivo Maior (TDM), kombucha, lipopolissacarideo,

comportamento tipo depressivo.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is a highly prevalent psychiatric disorder of
multifactorial origin, and the immune system may be involved in the changes that lead
to this pathology. Antidepressant drugs represent the principal form of treatment for
MDD; however, their efficacy is limited, around 1/3 of patients respond to treatment
with these drugs, which makes necessary to develop new therapeutic approaches for
this disorder. The preclinical model of induction of inflammatory cytokines through
lipopolysaccharide (LPS) shows the role of neuroinflammation in triggering depressive-
like behaviors. Kombucha (KT), a fermented beverage made with Camelia Sinensis,
has been considered a good candidate for enhancing mental health through immune
regulation. Thus, this study aimed to evaluate the neuromodulatory potential of KT on
LPS-induced depressive/anxious-like behavior. For this, male and female mice were
treated with kombucha (at a dose of 2mg/kg for 10 days) and subjected to a
depressive-like behavior model by LPS (0.83mg/kg i.p). After 24 hours of LPS
administration, the animals were submitted to behavioral tests: open field, light dark
box, and tail suspension test. The results obtained demonstrate that KT has the
potential to reverse depressive-like behavior and attenuate anxious-like behavior and
hypolocomotion caused by LPS in females. However, in males, the effect of the
consumption of this beverage on anxious behavior and the open field test was not
observed, still, LPS did not cause an increase in immobility in the tail suspension test.
Therefore, it is suggested that the consumption of KT has beneficial effects on the
modulation of depressive/anxious behavior in females and they are more sensitive to

LPS-induced behavioral changes.

Keywords: Major Depressive Disorder (MDD), kombucha, lipopolysaccharide;
depressive-like behavior.
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1. INTRODUGAO

1.1. TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR: ASPECTOS GERAIS

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é um disturbio psiquiatrico com grande
prevaléncia, o qual pode evoluir para um estado crénico e incapacitante, afetando
assim a qualidade de vida do individuo, ja que possui alta morbidade e mortalidade,
sendo considerado, portanto, um problema de saude publica (CASSANO; FAVA,
2002; LIM et al., 2018).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) esse transtorno afeta 3,8%
da populagao, incluindo 5,0% entre adultos e 5,7% entre adultos com mais de 60 anos.
Acometendo atualmente aproximadamente 280 milhdes de pessoas no mundo (WHO
2021). A prevaléncia global de TDM nos ultimos 12 meses foi de aproximadamente
6% (KESSLER; BROMET, 2013), e ao longo da vida, a prevaléncia varia de 15 a
18%(BROMET et al., 2011), sendo que sua ocorréncia em mulheres é o dobro em
comparagao com os homens (HIRSCHFELD, 2012; KESSLER; BROMET, 2013, WHO
2017). A diferenca nessa prevaléncia é atribuida as diferengas sexuais na
suscetibilidade e fatores ambientais (FAKHOURY, 2015; KUEHNER, 2017).

Ainda, uma revisao sistematica e meta-analise que avaliou a prevaléncia de TDM na
populagao brasileira encontrou uma prevaléncia de 14% de sintomas depressivos, 8%
desses sintomas nos ultimos 12 meses, e ao longo da vida a mesma foi de 17%
(SILVA et al., 2014). Dados de 2017, do estudo da carga global de morbidade,
demonstram que o TDM é altamente incapacitante, ocupando a quarta posicdo como
causa de anos vividos com incapacidade no Brasil e demais paises (BONADIMAN et
al., 2020) e segundo a OMS até 2030 o TDM ira liderar essa classificagdo (WHO
2008).

Referente a prevaléncia dessa desordem na populagao brasileira dados da Pesquisa
Nacional de Saude (PNS) de 2019 estimam que 10,2% da populagdo acima de 18
anos recebeu diagnostico de depressédo por profissional de saude mental, esse
percentual representa 16,3 milhdes de pessoas e foi maior do que o encontrado em
2013 de 7,6%. As Regides Sul e Sudeste apresentaram os valores percentuais de

pessoas diagnosticadas com depressdo maiores que o nacional, 15,2% e 11,5%,
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respectivamente; e quando comparado por sexo a prevaléncia entre sexo feminino foi
de 14,7 e masculino 5,1% (STOPA et al., 2020, IBGE 2019).

Além disso, esse transtorno também é uma comorbidade comumente associada a
outros disturbios psiquiatricos, abuso de substancias/medicamentos (KESSLER;
BROMET, 2013; RUSH et al.,, 2005), doengas crdnicas inflamatérias, acidente
vascular encefalico, doengas autoimunes e doengas neurodegenerativas (KHAIROVA
et al., 2009; LOTFALIANY et al., 2018).

De acordo com os critérios atuais de diagndstico do manual diagnéstico e estatistico
de transtornos mentais (DSM-5), o TDM é caracterizado por nove sintomas: 1) Humor
deprimido; 2) Perda de interesse ou prazer (Anedonia); 3) Perda ou aumento do
apetite ou peso; 4) Insdnia ou hipersonia; 5) Agitagcédo ou retardo psicomotor; 6) Perda
de energia ou fadiga; 7) Sentimentos de inutilidade ou culpa; 8) Concentragéo
prejudicada ou indecisdo; 9) ldeagdo suicida (pensamentos e comportamentos
suicidas). E importante frisar que para o correto diagnéstico de depressdo, os
sintomas acima devem ser presentes por no minimo 2 semanas consecutivas e
obrigatoriamente um dos sintomas apresentados deve ser humor deprimido ou
anedonia (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013).

A fisiopatologia do TDM permanece obscura por sua complexidade e envolvimento de
diferentes mecanismos biolégicos que podem ter um papel importante tanto na
etiologia quanto na progressdo da doenca (VERDUIJN et al., 2015). Com isso,
algumas hipéteses foram aventadas no intuito de elucidar os mecanismos envolvidos:
entre elas a teoria monoaminérgica, a deficiéncia de neurotrofinas, a hiperfungéo do
eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HPA) e disfungdes do sistema imune (ROT;
MATHEW; CHARNEY, 2009; VERDUIJN et al., 2015).

A hipotese classica € a monoaminérgica, que conduz a base do tratamento do TDM
atual. Assim, os farmacos de primeira linha sao os inibidores seletivos de recaptagcao
da serotonina (ISRS). Apesar de amplamente utilizados, apresentam eficacia limitada
e efeito retardado uma vez que apenas um terco dos pacientes responde ao
tratamento 2 a 4 semanas apds seu inicio com relatos de diversos efeitos colaterais
(MALHI; MANN, 2018). Ademais, devido a natureza multicausal e sintomas

heterogéneos do TDM existe um elevado numero de pacientes que néo respondem
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ao tratamento com ISRS (MALHI; MANN, 2018). Deste modo, outros mecanismos
patolégicos devem ser observados para o entendimento e tratamento deste disturbio.

Dentre as regides mais afetadas pelo TDM, podemos citar as corticais como o cortex
pré-frontal, érbito-frontal, cingulado anterior e hipocampo, amigdala e estriado ventral
(figura 1) (FAKHOURY, 2015; ROT; MATHEW; CHARNEY, 2009). Pacientes com
TDM apresentam perda neuronal e redugao significativa de volume de regidées como
hipocampo e amigdala que regulam humor e processos de aprendizagem e memoria,
as quais tém conexdes com areas corticais, que desempenham um papel importante
na tomada de decisdo e na inibicdo da resposta emocional. Uma falha na
conectividade destas regides compromete a atividade limbica levando a desregulacéo
neuroenddcrina e hiperatividade simpatica (FAKHOURY, 2015; ROT; MATHEW;
CHARNEY, 2009).

Cortex Cingulado Anterior

J volume "'ﬁ

Cértex Pré-Frontal \
J volume \ A

Cortex cingulado

subgenual e
J volume | atividade : - y : /
Cortex : - . <
érbitofrontal ' 2

J volume 1 atividade niiciats

Estriado ventral )
J volume | atividade Hipotalamo

Hipéfise locus coeruleus|

T volume
Amigdala

J volume
M atividade

Hipocampo Nervo vago
J, volume

Figura 1: Adaptado de (ROT; MATHEW; CHARNEY, 2009) - Regides cerebrais acometidas
pelo TDM.
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Recentemente, a associacdo entre TDM e respostas imunes inatas e/ou adaptativas
desreguladas tem sido investigada com crescente interesse, tendo em vista a
frequéncia aumentada dessa desordem em pacientes que sofrem de doengas
inflamatdrias crénicas (JACOB; ROCKEL; KOSTEV, 2017). Portanto, o foco deste

trabalho sera no envolvimento das disfungdes imunolégicas no TDM.

1.2. DISFUNGOES IMUNOLOGICAS E PRINCIPAIS MECANISMOS
NEUROBIOLOGICOS DO TDM

Diversas evidéncias cientificas apontam o envolvimento de mecanismos inflamatérios
na etiologia do TDM: o aumento de marcadores e citocinas pré-inflamatérias, através
de estudos post-mortem, além de medicamentos com agao no sistema imunoldgico
que podem afetar o humor. Essas alteragdes compartiham semelhangas com o
chamado “comportamento doente”, uma resposta normal ao aumento de citocinas pré-
inflamatdrias associadas a infeccdo ou inflamacao que é frequentemente associada a
uma variedade de fatores distintos (estresse psicossocial, obesidade, dieta pobre,
sono diminuido, isolamento social) que s&o conhecidos por resultar em um aumento
nos marcadores inflamatérios (DOWLATI et al., 2010; KHAIROVA et al., 2009;
MILLER; MALETIC; RAISON, 2009b).

Os principais mecanismos envolvidos serao detalhados a seguir:

1.3.  CITOCINAS INFLAMATORIAS NO TDM

As citocinas sdo um grupo de glicoproteinas previamente descobertas no contexto da
ativagao celular e comunicagao entre as células no sistema imunoldgico que exercem
papel fundamental na manutengao da homeostase da imunidade inata e adquirida e
podem ser “pro-inflamatorias” ou “anti-inflamatérias”, dependendo de seus efeitos nas
células-alvo (KHAIROVA et al., 2009; PETRALIA et al., 2020).

A presenca e a atividade de citocinas no cérebro nao tém seu papel nas funcdes
fisiologicas e patologicas totalmente elucidado, mas sua expressao e atividade s&o
induzidas em resposta a infecgao, traumatismo craniano, isquemia, acidente vascular
cerebral ou varias doengas neurodegenerativas (JEON; KIM, 2018; KHAIROVA et al.,
2009). No entanto, as citocinas pro-inflamatérias também sdo expressas no cérebro
saudavel e desempenham um papel ativo em eventos celulares que induzem

mudancgas estruturais no nivel sinaptico (KHAIROVA et al., 2009).
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Individuos com TDM tém niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias, sugerindo
uma ligagdo potencial dessa desordem e ativacdo da resposta inflamatoria
(PETRALIA et al., 2020; YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014) (KHAIROVA et al., 2009;
MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). Assim, as citocinas podem contribuir na etiologia
da depresséao, atuando diretamente nos neurdnios, astrocitos e micrdglia, através da
sua passagem pela barreira hematoencefalica, ou por meio de sinais mediados por
vias aferentes, como as do nervo vago (MALHI; MANN, 2018) e interagir com
praticamente todos os componentes fisiopatoldgicos relevantes para a depressao,
incluindo metabolismo de neurotransmissores, fungdo neuroenddécrina e plasticidade
neural (figura 2) (BAUER; TEIXEIRA, 2021; RUIZ et al., 2022).

inflamatéria
periférica

Figura 2: Adaptado de MILLER; MALETIC; RAISON, 2009 citocinas pro-inflamatorias e
impacto no sistema nervoso central (SNC). As citocinas periféricas ativam a microglia que
inicia a cascata inflamatéria no SNC através da liberacdo de citocinas pré inflamatérias,
quimiocinas, mediadores inflamatorios e espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (RNS e
EROS, respectivamente) que irdo induzir a ativagdo mutua de astrocitos, potencializando os
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sinais inflamatérios dentro do SNC. Com essa potencializagdo ocorre uma reducdo do suporte
trofico com apoptose de células de suporte como oligodendrécitos, o triptofano (TRP) é
catabolizado em metabdlitos potencialmente neurotéxicos (QUI), ocorre um aumento da
liberagao de glutamato (GLU) e todas essas alteragbes culminam em redugado de fatores

neurotroficos como o BDNF, prejudicando a plasticidade do SNC.

Estudos descrevem que tanto pacientes fisicamente doentes quanto saudaveis
diagnosticados com TDM exibem todas as caracteristicas da inflamagéao, incluindo
elevagdes nas citocinas inflamatérias no sangue e no liquido cefalorraquidiano (LCR),
bem como, elevagdes nas concentragbes sanguineas periféricas de proteinas de fase
aguda, quimiocinas, moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios como as
prostaglandinas (PETRALIA et al., 2020; RAISON; CAPURON; MILLER, 2006;
YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014). Essa elevagao dos marcadores inflamatérios é
associada a alguns dos sintomas depressivos como fadiga, disfungéo cognitiva e sono
prejudicado (BAUER; TEIXEIRA, 2021; PETRALIA et al., 2020; YOUNG; BRUNO;
POMARA, 2014).

Além disso, estd comprovado que administragdo aguda e crdnica de citocinas ou
indutores de sua liberagao, como LPS podem causar sintomas comportamentais que
se sobrepbem aos encontrados no TDM. Por exemplo, voluntarios normais injetados
com LPS exibiram aumentos agudos nos sintomas de depressao e ansiedade, ainda,
a gravidade dos sintomas foi correlacionada com o aumento das concentragdes de
citocinas periféricas (JEON; KIM, 2018; REICHENBERG et al., 2002). Estes achados
corroboram com diversos estudos em animais, demonstrando que citocinas e
indutores de sua liberacdo levam a alteracbes comportamentais encontradas na
depressao, incluindo anedonia, diminuicdo da atividade, disfungado cognitiva e sono
alterado (DANTZER, 2006; LASSELIN et al., 2020; LI; LUO; WAN, 2020).

Além do mais, a exposi¢cao de longo prazo a citocinas pré-inflamatérias também
mostrou levar a alteragbes comportamentais marcantes em humanos. Cerca de 20 a
50% dos pacientes em terapia crénica com interferon alfa (IFN-a) para o tratamento
de doencas infecciosas ou cancer desenvolveram sintomas depressivos revertidos
pela inclusdo de medicamentos antidepressivos (CAPURON et al., 2002; JEON; KIM,
2018; OMINIQUE et al., 2001; YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014).
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Por outro lado, a terapia anti-inflamatéria também mostrou efeito antidepressivo em
pacientes com doencas autoimunes e inflamatorias. O uso do etanercepte, um inibidor
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), para o tratamento da psoriase demonstrou
que os participantes tratados com o farmaco apresentaram melhora significativa nos
sintomas depressivos em comparagao aos participantes tratados com placebo, sendo
esse efeito independente da melhora da doenca (STEPHEN TYRING, 2006), o que é
consistente com achados da literatura os quais descrevem que antagonistas de
citocinas ou agentes anti-inflamatérios podem bloquear o desenvolvimento de
alteracbes comportamentais apds a ativacdo imune em modelos pré-clinicos
(DANTZER et al., 2008).

A relacédo do sistema imune e TDM mencionada acima ficou bem estabelecida nos
resultados de duas meta-analises que confirmaram que os niveis plasmaticos de
proteinas relacionadas a inflamacgéo, incluindo TNF-q, IL-1p3, IL-6, PCR e IFN estavam
aumentados em pacientes com TDM (DOWLATI et al., 2010; HOWREN; LAMKIN;
SULS, 2009), e os niveis de IL-6 e TNF-a eram mais aumentados em pacientes com
essa desordem que tentaram suicidio do que pacientes ndo suicidas com TDM e
controles saudaveis (JANELIDZE et al., 2011).

Ainda, outra correlacdo entre o TDM e resposta imune € a normalizagao dos niveis
séricos dessas citocinas pré-inflamatérias ocasionada pelo tratamento desses
pacientes com antidepressivos (DE BERARDIS D et al., 2010; JANSSEN et al., 2010;
JEON; KIM, 2018; PETRALIA et al., 2020).

1.4. “COMPORTAMENTO DOENTE” E CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

O “comportamento doente” € classificado como um conjunto coordenado de
mudancas comportamentais que se desenvolvem em individuos doentes durante o
curso de processos inflamatérios ou infecciosos, sendo caracterizado por sintomas
como fraqueza, mal-estar, reduc¢ao da ingestao de alimentos e liquidos, diminuigdo do
interesse pelo ambiente e letargia, que sdo sintomas que também podem ser
encontrados em episddios depressivos (DANTZER, 2006; LI; LUO; WAN, 2020).

Esses sintomas s&o induzidos por citocinas pro-inflamatdrias, incluindo IL-1p3, IL-6,
TNF-a e INF-y, produzidas de forma periférica ou no SNC pelas células da glia, em
destaque a micréglia (DANTZER, 2006; DANTZER et al., 2008; KHAIROVA et al.,
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2009; LI; LUO; WAN, 2020). Sendo assim, o comportamento doente é uma resposta
adaptativa a infecgdes e inflamag¢des com o objetivo de manter a homeostase. No
entanto, uma producédo excessiva e prolongada de citocinas pré-inflamatérias no
corpo pode danificar os tecidos, incluindo o cérebro e pode gerar sintomas
depressivos e favorecer o desenvolvimento do TDM (BASSI et al., 2012; DANTZER,
2006; REICHENBERG et al., 2002).

Isto posto, alteragdes semelhantes podem ser encontradas em controles saudaveis
que sao expostos a ativadores de citocinas pré-inflamatérias (REICHENBERG et al.,
2001, 2002). A administracdo de endotoxina leva a um aumento nos niveis de IL-1f3,
IL-6, TNF-a, bem como, do cortisol (REICHENBERG et al., 2001). Assim, como, a
indugdo experimental da liberagdo de citocinas em controles saudaveis leva a um
aumento transitorio nos niveis de ansiedade e humor deprimido, bem como uma

diminuicdo na fungao de memdria verbal e ndo verbal (REICHENBERG et al., 2001).

Em pacientes saudaveis, a administragdo de endotoxinas também resulta em
alteragdes significativas na ingestao de alimentos, corroborando com o observado em
animais (JEON; KIM, 2018; REICHENBERG et al., 2002). Diferengas relacionadas ao
sexo na resposta a estimulos inflamatérios podem predispor as mulheres a
desenvolver sintomas de depressdo (DALLA et al., 2010; JEON; KIM, 2018;
KUEHNER, 2017; LIMA et al., 2022; PITYCHOUTIS et al., 2009).

Em um estudo de mecanismos neurais subjacentes das alteragcbes de humor
associadas a inflamagdo por ressonancia magnética funcional, no grupo controle
saudavel houve um aumento da atividade no cortex cingulado anterior, além de, uma
diminuicdo da conectividade dessa regiao com a amigdala, cértex pré-frontal, nucleo

accumbens e sulco temporal superior (HARRISON et al., 2009).

Portanto, pode-se concluir que um estimulo crénico inflamatério ira exacerbar uma
resposta imune primariamente adaptativa culminando no desenvolvimento de

sintomas depressivos.
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1.5. EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL (HPA)

A hiperfungéo do eixo HPA é um dos achados mais consistentes na neurobiologia do
TDM (BAUER; TEIXEIRA, 2021; KNORR et al., 2010). Esse eixo atua como mediador
da resposta ao estresse, sendo o hormoénio liberador de corticotropina (CRH) liberado
pelo hipotalamo, e a estimulagao dos receptores de CRH na adenohipoéfise estimula a
liberagcdo de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) da hipdéfise para o plasma. O
ACTH entéo estimula a liberagao de cortisol do cortex adrenal (figura 3) (PLOTSKY;
OWENS; NEMEROFF, 1998; RUIZ et al., 2022).
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Figura 3: Adaptado de MILLER; MALETIC; RAISON, 2009, Hiperativagdo do eixo HPA no
TDM. Estimulos estressores ativam a liberagao de horménio liberador de corticotropina (CRH)
pelo hipotalamo, essa liberagéo induz a adenohipdfise a liberar horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) para o plasma, esse horménio estimula a produgao de cortisol pelo cértex da adrenal
que atua inibindo a via de sinalizacao inflamatéria do NF-kB. Esse eixo é hiperativado na
presenca de fatores como a redugao de monoaminas, a redugdo de fatores tréficos e a

excitotoxicidade, que irdo ativar a via de sinalizagdo do NF-kB que gera uma resisténcia na
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atividade de bloqueio do cortisol dessa via, prejudicando assim o feedback negativo para o

hipotalamo e adenohipdfise para cessar a ativagéao do eixo, culminando em sua hiperativagao.

Embora uma ativagdo aguda do eixo HPA possa ser uma resposta apropriada a um
estressor agudo, a hiperatividade crbénica do eixo HPA pode resultar em problemas
duradouros (PLOTSKY; OWENS; NEMEROFF, 1998; RUIZ et al., 2022). Pacientes
com TDM apresentam niveis elevados de cortisol, bem como sensibilidade diminuida
ao CRH (KELLER et al., 2017; PETRALIA et al., 2020; RUIZ et al., 2022; STETLER;
MILLER, 2011).

Ainda, o estresse crénico leva a um aumento robusto dos niveis de IL-1 e IL-6 que
vao estimular a liberacdo de CRH e ACTH e diminuir a expressao de receptores de
glicocorticoides (RG) (BEISHUIZEN; THIJS, 2003; DANTZER et al., 2008). Além
disso, as citocinas pro-inflamatdrias exercem uma importante influéncia na atividade
do eixo HPA e podem mediar o hipercortisolismo e a diminuigdo da sensibilidade do
eixo HPA frequentemente observados no TDM (figura 3) (PETRALIA et al., 2020;
RIVEST, 2010; RUIZ et al., 2022).

Sendo assim, uma via pela qual as citocinas podem influenciar a funcéo do eixo HPA
€ através dos efeitos na regulagao do feedback negativo. A regulagdo do feedback
negativo prejudicada nesse eixo € uma marca registrada do TDM, e é refletida pela
diminuicdo da capacidade de resposta aos glicocorticdides (ou resisténcia aos
glicocorticéides), acredita-se que a diminui¢do da regulagao por feedback da fungao
do eixo HPA pelos glicocorticéides seja mediada, em parte, por alteragbes no RG
(PARIANTE; MILLER, 2001; RUIZ et al., 2022).

1.6. MECANISMOS INFLAMATORIOS E METABOLISMO DE
NEUROTRANSMISSORES

Ao atingir o cérebro as citocinas inflamatérias influenciam na sintese, liberagéo e
recaptacao de neurotransmissores relevantes para o humor, incluindo as monoaminas
(MILLER, 2009). Na literatura existem evidéncias de estudos em animais nos quais a
administragdo de citocinas ou seus indutores podem afetar o metabolismo da
serotonina, norepinefrina e dopamina (DA) (ANISMAN; MERALI; HAYLEY, 2008;
FELGER; TREADWAY, 2017). Em relagdo aos mecanismos envolvidos nessas
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alteracdes, a enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) exerce um papel fundamental
e é ativada através da estimulacdo de multiplas vias de sinalizagao inflamatoérias por
citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-2, INF-y e TNF-a (DOBOS et al.,, 2012;
TROUBAT et al., 2021).

A (IDO) cataboliza o triptofano em quinurenina (QUI), sendo assim, niveis aumentados
de citocinas pro-inflamatérias podem diminuir a quantidade de triptofano disponivel
para a sintese de serotonina e tornar os pacientes mais vulneraveis ao
desenvolvimento do TDM (DANTZER et al., 2008, 2011; MILLER, 2009; RUIZ et al.,
2022). A quinurenina (QUI) é metabolizada pela enzima quinurenina monooxigenase
(QMO) em &cido quinolinico (AQ) e acido quinurénico (KYNA), dois metabdlitos
potencialmente neurotéxicos. A QUI é preferencialmente convertida em AQ na
microglia e KYNA em astrocitos (TROUBAT et al., 2021). O AQ é agonista do receptor
glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) e por meio desse mecanismo, as
citocinas pro-inflamatérias também podem contribuir para um desequilibrio na
neurotransmissao glutamatérgica no TDM (figura 4) (DANTZER et al., 2011;
TROUBAT et al., 2021).
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Figura 4: Adaptada de TROUBAT et al., 2021 - Ativacdo da via das quinureninas. Na
presenga de citocinas pré-inflamatdrias o triptofano (TRP) é catabolizado pela enzima
indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) em quinurenina (QUI), que através da enzima quinurenina
monooxigenase (QMO) a metaboliza em acido quinolinico (AQ) e acido quinurénico (KYNA),
quando ocorre um desbalango na relagdo AQ/KYNA a neurotransmissao glutamatérgica é

ativada o que causa excitotoxidade culminando em morte celular e neurodegeneragao.

Pacientes tratados com IFN-a tem atividade da IDO aumentada, o que resulta em
niveis mais elevados do KYNA e AQ no plasma (WICHERS et al., 2005), o tratamento
com IFN-a também resulta em niveis aumentados de QUI e AQ no liquido
cefalorraquidiano (LCR), a presenca desses metabolitos esta correlacionada com
sintomas clinicos do TDM (CAPURON et al.,, 2002; RAISON et al., 2010). Essa
producdo aumentada dos niveis de AQ estimulada pela resposta inflamatoéria gera
prejuizo na plasticidade sinaptica e, com isso, contribui para os disturbios cognitivos
e comprometimento da memodria que sao frequentemente observados no TDM
(KHAIROVA et al., 2009). Além disso, o bloqueio da IDO inibiu o desenvolvimento de
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comportamento tipo depressivo induzido por LPS em camundongos (O’'CONNOR et
al., 2009). E importante ressaltar que a ativacdo de IDO induzida por citocinas e a
producéo de QUI parecem ter efeitos importantes nos neurotransmissores € no humor
independentes dos efeitos da serotonina, pois, a administracdo de QUI por si s,
mostrou induzir comportamento do tipo depressivo em camundongos (O’'CONNOR et
al., 2009).

Conforme mencionado anteriormente, a ativagcdo da IDO também impacta no
metabolismo de outras monoaminas, o KYNA demonstrou inibir a liberacdo de
glutamato, que, por extensao, pode inibir a liberagao de dopamina (DA), cuja liberagcao
€ regulada em parte pela atividade glutamatérgica (BORLAND; MICHAEL, 2004,
FELGER; TREADWAY, 2017).

De fato, a administracao intraestriatal de KYNA demonstrou reduzir significativamente
a DA extracelular no estriado de ratos (WU; RASSOULPOUR; SCHWARC/Z,
2007). Em contraste, o AQ promove a liberacdo de glutamato através da ativagao de
receptores NMDA (TROUBAT et al., 2021).Também, as citocinas demonstraram
influenciar a sintese de DA. Neste contexto, a inje¢ao intramuscular de IFN-a em ratos
demonstrou diminuir as concentragdes de tetrahidrobiopterina (BH4) e DA no SNC em
associagao com a estimulagdo de 6xido nitrico (ON) (KITAGAMI et al., 2003), essa
reducdo de DA foi atribuida a atenuacdo do BHs4, que € um importante cofator
enzimatico para a tirosina hidroxilase converter a tirosina em L-34-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), o qual é um fator limitante da sintese de DA, além
disso, esse cofator também é necessario para a sintese de ON e, portanto, 0 aumento
de ON esta associado ao aumento da utilizacdo de BH4, diminuindo sua
disponibilidade para a sintese de DA (FELGER; TREADWAY, 2017; KITAGAMI et al.,
2003).

Considerando que a ativagado da microglia esta associada ao aumento da produgao
de ON (TROUBAT et al., 2021), sugerindo que as influéncias das citocinas na BH4 via
ON podem ser um mecanismo comum pelo qual a inflamagao reduz a disponibilidade
de DA em regides cerebrais relevantes. Corroborando isso, foi verificado que o
tratamento com um inibidor da ON sintase reverteu os efeitos inibitorios do IFN-a nas
concentragdes cerebrais de BH4 e DA (KITAGAMI et al., 2003).
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Além disso, as citocinas e suas vias de sinalizagdo podem influenciar a recaptagcao de
monoaminas (MILLER, 2009). As vias de MAPK, incluindo p38 e quinases reguladas
por sinal extracelular (ERK) 1/2, que medeiam os efeitos de citocinas na
proliferagdo/diferenciagcédo celular, a apoptose, e a expressao génica de mediadores
inflamatoérios, aumentam a atividade de transportadores de membrana para
serotonina, DA e norepinefrina (CHANG; KARIN, 2001; ZHU; BLAKELY; HEWLETT,
2006). Por exemplo, IL-1B8 e TNF-a demonstraram aumentar significativamente a
recaptacdo de serotonina em sinaptossomas cerebrais de ratos através da ativacao
de p38 MAPK (ZHU; BLAKELY; HEWLETT, 2006). A ativagdo de p38 MAPK em
células mononucleares do sangue periférico foi associada a diminuicdo das
concentragbes no LCR do metabdlito da serotonina, acido 5-hidroxiindolacético (5-
HIAA), em macacos rhesus juvenis que sofreram abuso materno quando bebés
(SANCHEZ et al., 2007). Em concordancia com esses achados, em humanos tratados
com IFN-a foi verificado que a redugao de 5-HIAA no LCR estava correlacionada n&o
apenas com o humor deprimido, mas também com o aumento de IL-6 no LCR, que é
capaz de ativar as vias MAPK e IDO (RAISON et al., 2009).

Com base nesses achados, podemos perceber que as citocinas pré inflamatérias
exercem influéncia no metabolismo de neurotransmissores tanto na diminuigdo de sua
sintese, quanto em sua recaptacao reduzindo assim a sua disponibilidade, o que pode
contribuir com a apresentacao de sintomas do TDM. Assim, a indugao relativa de
KYNA x AQ pode determinar os efeitos das citocinas no SNC e continua sendo uma
area importante para investigagao.

1.7. MECANISMOS IMUNOLOGICOS DO EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-
CEREBRO (MIC) NA ETIOLOGIA DO TDM

Nas ultimas duas décadas a microbiota intestinal (MI) e sua influéncia na saude tem
despertado interesse de diversas areas de pesquisa, entre elas a neurociéncia
(BUTLER; CRYAN; DINAN, 2019).

O intestino humano ¢ habitado por cerca de 10" a 10" microorganismos, esse
numero de microorganismos supera em 10 vezes o numero de células humanas e

possuem 100 vezes mais genes do que o genoma humano. Sendo assim, a
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complexidade bioquimica da Ml excede a do cérebro (BUTLER; CRYAN; DINAN,
2019; DINAN; CRYAN, 2017).

A MI comeca a se formar desde a vida intrauterina e desempenha papel essencial em
fungdes como maturagdo do sistema imunoldgico, funcionamento saudavel do eixo
HPA e sistema enddcrino, formacdo e manutencao da barreira hematoencefalica,

neurogénese e mielinizacdo (CRYAN et al., 2019).

Portanto, a microbiota intestinal exerce importante efeito no sistema imunolégico, no
desenvolvimento cerebral e comportamento, os microrganismos que vivem no
intestino estdo em contato com as células epiteliais e do sistema imunoldgico do
intestino, e através desse contato estdo envolvidos no desenvolvimento de muitos

disturbios neuropsiquiatricos e metabdlicos (CRYAN et al., 2019).

Alteracdes na diversidade dos componentes das comunidades comensais da Ml em
relacdo a comunidade encontrada em individuos saudaveis sdo denominadas
disbiose, essas alteragbes podem ocorrer devido a fatores genéticos, tipo de parto,
alimentacgao habitual, estresse e doencas (WALKER, 2017).

Ainda, a MI exerce comunicagdo com outros 6rgados por varios eixos, um eixo de
importancia relevante e muito estudado € o eixo microbiota-intestino-cérebro (MIC)
(EVRENSEL; CEYLAN, 2015; FENG; CHEN; WANG, 2018).

Esse eixo possui comunicagao bidirecional com o SNC através do nervo vago e vias
imunoldgica e endodcrina, exercendo assim efeito no metabolismo de monoaminas,
eixo HPA e atividade imunolégica do SNC, portanto, um desbalango nessa
comunicacao, que pode ser causado por disbiose ou permeabilidade da barreira
intestinal, o que vai gerar contato do lumen intestinal com endotoxinas como o LPS, e
ativar uma resposta imunologica exacerbada, que ira acarretar em um desbalango do
eixo e estimular todas as alteragbes imunoldgicas envolvidas na fisiopatologia do TDM
discutidas anteriormente neste trabalho (figura 5) (BUTLER; CRYAN; DINAN, 2019;
DINAN; CRYAN, 2017).
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Figura 5: Adaptada de CRYAN et al., 2019 - Eixo MIC - vias de comunicagdo. Esquema
ilustrando as vias bidirecionais conhecidas de comunicacgao entre o eixo MIC, em destaque a
comunicagao via nervo vago, respostas imunomoduladoras, sinalizacdo enteroendécrina e de

metabdlitos microbianos.

Pacientes com TDM possuem alteracdo da composigédo da MI (disbiose) o que pode
estar relacionada a varios fatores como: o uso de antibiéticos, dieta pouco saudavel,
estresse, causas genéticas etc. (BUTLER; CRYAN; DINAN, 2019). Por exemplo, em
estudos realizados em pacientes com TDM os niveis de Lactobacillus,
Bifidobacterium, Firmicutes, Faecalibacterium e Ruminococcus estavam diminuidos,
enquanto os niveis de Provotella, Bacteroides e Proteobacteria aumentados (AIZAWA
et al.,, 2016; LIU et al., 2016b), em estudos com animais os resultados foram
semelhantes (PARK et al., 2013; YU et al., 2017).
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A disbiose causada pelo aumento do uso de antibidticos pode ser um fator associado
a crescente prevaléncia de TDM na atualidade (BERCIK; COLLINS, 2014;
FROLINGER et al.,, 2019). Em modelos pré-clinicos os antibiéticos tém gerado
comportamento tipo depressivo/ansioso e alteragdo da Ml em animais (DEGROOTE
et al., 2016; HOBAN et al., 2016; MINTER et al., 2016). Entretanto, existe uma
correlagdo significativa entre a dose e a duragdo do uso de antibidticos e a
probabilidade de transtorno neuropsiquiatrico (DELUNGAHAWATTA et al., 2017).

Da mesma forma, descobriu-se que criancas expostas a antibiéticos no primeiro ano
de vida apresentaram taxas mais altas de problemas comportamentais, sintomas de
depressao e comprometimento cognitivo, que prevaleceu ao decorrer da infancia até
os 11 anos de idade apds nova investigagcao (SLYKERMAN et al., 2017, 2019).

Considerando que pacientes com depressao possuem uma composi¢ao especifica da
MI, alguns estudos realizaram o transplante fecal de microbiota (TFM) de pacientes
com depressédo em ratos e observaram que esses animais desenvolveram sintomas
depressivos e alteragdes metabodlicas da doenga (KELLY et al., 2016; ZHENG et al.,
2016). De acordo com os resultados desses estudos, pode-se especular que a
disbiose pode desempenhar um papel causal para comportamentos semelhantes a

depressao.

Corroborando com a hipotese da correlagao entre disbiose e sintomas depressivos,
evidéncias sugerem que o tratamento com antidepressivos também possui acéo na
regulagéo do eixo MIC, por exercer agédo antimicrobiana (MACEDO et al., 2017). Por
exemplo, os antidepressivos inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) inibem a
sintese da parede celular bacteriana, ja os ISRS inibem a bomba de efluxo dessas
bactérias, enquanto os antidepressivos triciclicos (ADTs) exibem um efeito antibiético
ao inibir o antiplasmideo e a DNA girase (MACEDO et al., 2017). Portanto, a eficacia
antidepressiva padrao provavelmente ndo se limita apenas as fungdes sinapticas, mas
também é obtida pela regulagdo da MI (MACEDO et al., 2017).

Com essas descobertas do envolvimento da M| na etiologia dos sintomas depressivos,
novas alternativas terapéuticas voltadas para a modulagao e recuperacéo dessa Ml
com probidticos (referem-se a espécies de bactérias vivas que, quando ingeridas em
quantidades adequadas, conferem efeitos benéficos a saude do hospedeiro),

prébidticos (um substrato que € seletivamente utilizado por microorganismos
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hospedeiros, conferindo um beneficio a saude), alimentos fermentados e transplante

fecal de microbiota tem apresentado resultados promissores em manter o balanco da
comunicagao do eixo MIC (figura 6) (ADAN et al., 2019; BERDING; CRYAN, 2022;

PEREIRA et al., 2019).
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Figura 6: Adaptada de CRYAN et al., 2019 Alvos para manutengdo/tratamento da integridade

do eixo MIC. *Simbiéticos (associagao de pre e probioticos), *posbidticos (células bacterianas

nao viaveis, partes microbianas que quando administrados em doses corretas conferem

beneficios a saude).

Os efeitos positivos dos probidticos no tratamento da depressao foram relatados em
varios ensaios clinicos e pré-clinicos randomizados controlados por comparagao com
antidepressivos, apos esses resultados os probidticos foram classificados como
“Psicobioticos” por apresentarem caracteristicas ansioliticas e antidepressivas
(ABILDGAARD et al., 2017; AKKASHEH et al., 2016; BERDING; CRYAN, 2022;

LIANG et al., 2015; PIRBAGLOU et al., 2016; WALLACE; MILEV, 2017).
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Embora em menor escala que os estudos com probiéticos, a acdo dos prebidticos em
auxiliar o crescimento das bactérias benéficas ja residentes no intestino, também tem
chamado atencédo para o desenvolvimento de estudos do efeito de prebidticos ou
componentes que exergcam essa agao: os quais incluem: frutooligossacarideos (FOS),
galactooligossacarideo (GOS), inulina, polifendis e acidos graxos dmega-3, para o
tratamento de sintomas depressivos. Apesar de poucos estudos os resultados
encontrados também s&o animadores e esses prebidticos vem demonstrando eficacia
positiva no eixo MIC (AZPIROZ et al., 2017; BUROKAS et al., 2017; DONOSO et al.,
2019; MIKA et al., 2017; VIJAY et al., 2021).

Outra vertente recente de estudos para o tratamento do TDM s&o os alimentos
fermentados que vém demonstrando resultados positivos na integridade MI, o que é
benéfico para a manutencdo da integridade do eixo MIC (CARASI et al.,, 2015;
MACHADO et al., 2013; VAN DE WOUW et al., 2020).

Em resumo, um desbalango imunolégico do eixo MIC por disbiose ou permeabilidade
intestinal ocasiona uma produgao exacerbada de citocinas pro-inflamatorias gerando
neuroinflamacéo e ativando todas as vias imunoldgicas envolvidas no TDM como a
hiperativacdo do eixo HPA, redugdo da sintese e metabolismo de monoaminas,
aumento da apoptose neuronal, que afetam negativamente a neurogénese e a
neuroplasticidade (BUTLER; CRYAN; DINAN, 2019; GRENHAM et al.,, 2011;
PEREIRA et al., 2019).

Esse potencial demonstrado de reversao/atenuagao dos sintomas depressivos via Ml
e eixo MIC, trouxe a luz novos alvos terapéuticos para o TDM. Entretanto, sdo
necessarios estudos que investiguem parametros imunolégicos, enddcrinos e

metabdlicos, bem como analises da composi¢ao da microbiota em grandes amostras.

1.8. MODELO DE COMPORTAMENTO TIPO DEPRESSIVO INDUZIDO POR
LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

Com a finalidade de investigar a relagdo entre as disfungdes imunoldgicas e sintomas
da depressdo foram desenvolvidos alguns modelos pré-clinicos, que devem
demonstrar que as citocinas pro-inflamatérias podem induzir comportamento
semelhante a depressao em animais (DANTZER et al., 2008; KHAIROVA et al., 2009).
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No entanto, a ocorréncia de comportamento tipo depressivo induzido por citocinas traz
um viés importante nesses experimentos, pois, alguns desses comportamentos se
sobrepdéem ao comportamento semelhante a depressao. Por exemplo, a redugéo na
atividade motora que se desenvolve em individuos doentes imita o aumento da
imobilidade que supostamente reflete 0 desamparo em situagdes inevitaveis, como

nos testes de natacao forgada e suspenséo de cauda (DANTZER et al., 2008).

Da mesma forma, o apetite consideravelmente reduzido de animais doentes se traduz
em uma diminui¢c&do da ingestao de alimentos recompensadores, que imita a anedonia
associada a depresséo, como no teste de preferéncia por sacarose (DANTZER, 2006;
DANTZER et al., 2008).

Para elucidar o papel das citocinas na etiologia do TDM, é necessario mostrar que o
comportamento do tipo depressivo em animais imunoestimulados se desenvolve
independentemente de deficiéncias o6bvias de desempenho (validagao
comportamental) e que é aliviado pelo tratamento antidepressivo (validagao
farmacoldgica) (DANTZER et al., 2008; POLLAK; REY; MONJE, 2010).

Um modelo de comportamento tipo depressivo amplamente utilizado é a
administragdo dos indutores de liberagdo de citocinas inflamatorias como o
lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina da membrana de bactérias gram-negativas
(ADEBESIN et al., 2017; FRENOIS et al., 2007; JIANG et al., 2019; LIU et al., 2016a;
WANG et al., 2014; YIRMIYA, 1996).

Ap0s a injecao periférica do LPS, os animais desenvolvem um comportamento doente
que leva a reducgéo da atividade locomotora e exploragdo, o qual € seguido por um
comportamento tipo depressivo (figura 7) (FRENOIS et al., 2007; PAINSIPP et al.,
2011).
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Figura 7: Adaptado de DANTZER et al., 2008 - Esquema da evolugdo do comportamento
doente/depressivo em modelo animal com LPS. llustragcao da ocorréncia do comportamento
doente: na figura a o comportamento doente tem seu pico entre 2 a 6 horas apds a
administracdo do LPS, com reducao expressiva apds 12 horas, quando completa 24 horas
essa resposta imune entra em queda sendo substituida pelo comportamento tipo depressivo,
esse comportamento € mediado pela ativagao da IDO e do eixo HPA conforme esquematizado

na figura b.

Algumas indicagdes desse comportamento sdo demonstradas por experimentos nos
quais animais tratados com LPS apresentaram maior imobilidade no teste de
suspensao da cauda e no teste de natagao forcada 24 horas apds o tratamento, assim
como uma diminui¢do no consumo de solug¢do de bebida adogada quando a ingestéo
de alimentos havia se normalizado (FRENOIS et al., 2007; LASSELIN et al., 2020;
PAINSIPP et al., 2011).

Estas mudancas comportamentais podem ser provocadas pela ativagcdo da enzima
indoleamina-2-3-dioxigenase (IDO), a qual culmina em redug&o dos niveis centrais de
serotonina (CARABELLI et al., 2020; O’CONNOR et al., 2009; WALKER et al., 2019).
Apos a administracdo do LPS, ocorre a indugcdo de citocinas proé-inflamatérias,
particularmente IL-13 e IL-6, as quais ativam o eixo HPA que influencia a liberagao do
horménio liberador de corticotrofina (CRH) (BEISHUIZEN; THIJS, 2003) e diminuigao
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do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (LIU et al., 2016b; TANIGUTI et al.,
2018; ZHU et al., 2015).

Em termos de validacdo farmacoldgica o pré-tratamento com antidepressivos/ outros
ativos com acao anti-inflamatéria anularam a ingestdo reduzida de uma solugéo
adocada e tempo de imobilidade em testes de nado forgado e suspensdo da cauda
em animais tratados com LPS (ADEBESIN et al., 2017; JIANG et al., 2019; LIU et al.,
2016a; YIRMIYA, 1996).

Esses achados em modelos animais confirmam a observagdo em humanos de que a
ativagao do sistema imunolégico pode causar TDM, demonstrando assim ser uma
ferramenta farmacolégica importante nos estudos, pois, possui atuacdo em muitos

mecanismos envolvidos na etiologia dessa desordem.

1.9. LIPOPOLISSACARIDEO (LPS)

O LPS é um componente da membrana externa das bactérias gram-negativas; € um
glicoconjugado formado por trés regides estrutural e geneticamente distintas: a por¢ao
chamada de lipideo-A, o nucleo oligossacaridico e a regiao externa ou O-antigeno
(figura 8) (RAETZ; WHITFIELD, 2002).
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Figura 8: Estrutura do LPS (Criada com Biorender).
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As cadeias de polissacarideos se projetam a partir da membrana externa da bactéria
em dire¢cao ao meio, e sado covalentemente conectadas aos lipidios. A presenca destas
cadeias polissacaridicas na superficie celular promove protegcao da regiao externa

dessas bactérias contra a agao de lisozimas e antibiéticos (SILIPO et al., 2010).

Esse glicoconjugado é chamado endotoxina por apresentar atividade citotéxica em
células animais, essa toxicidade do LPS deve-se principalmente ao lipido A, enquanto
0s polissacarideos sdao menos toxicos. Em bactérias Gram-negativas, o LPS é
ancorado a membrana externa via lipidio A (RAETZ; WHITFIELD, 2002; SILIPO et al.,
2010).

A porcao O-antigeno geralmente € constituida de unidades oligossacaridicas
repetitivas. A diversidade estrutural encontrada nos O-antigenos é imensa. Mais de
60 monossacarideos e 30 diferentes substituintes ja foram encontrados nessas
estruturas (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

O LPS é uma endotoxina que ativa o sistema imune inato através de seu
reconhecimento como um Padrdo molecular associado a patégeno (PAMP), via
receptores transmembrana do tipo Toll (TLRs), no caso do LPS em especifico esse
reconhecimento ocorre a partir do receptor TLR4 que ativa uma via de sinalizagcédo que
desencadeia resposta imunolégica através da produgao de citocinas pro-inflamatérias
como TNF-a, IL-1B e IL-6 (figura 9) (DANTZER, 2006; SILIPO et al., 2010).
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Figura 9: Adaptada de (RAETZ; WHITFIELD, 2002): Ativagdo imunolégica mediada por LPS.
O LPS dissociado da bactéria Gram negativa é reconhecido de forma direta pelo receptor
TLR4 ou por mediagao da proteina ligadora de LPS (LBP-LPS), que forma um complexo LBP-
LPS que vai ser reconhecido pelo TLR4 por agao da glicoproteina de membrana CD14 que é
uma molécula que atua como como co-receptor do TLR4. Esse reconhecimento ativa a via de
sinalizagdo do NF-kB resultando na transcrigao de citocinas pro-inflamatérias como IL-183, IL-
6, TNF-a, o que culmina em uma resposta imunoldgica adaptativa que é sucedida em um
comportamento doente transitorio a resolugdo do processo infeccioso e essa producao de

citocinas quando cronicamente estimuladas podem levar a sintomas depressivos.

1.10. ALIMENTOS FERMENTADOS

A fermentacdo de alimentos € um dos métodos de preservacdo mais antigos e
amplamente utilizados em todo o mundo tanto de forma residencial ou comercial, os
alimentos fermentados sao definidos como “alimentos ou bebidas produzidos através
do crescimento microbiano controlado e da conversdo de componentes alimentares

através da acao enzimatica” (DIMIDI et al., 2019).

Além disso, o consumo desses alimentos vem crescendo nos ultimos anos, devido
aos seus efeitos benéficos associados a saude (BERDING; CRYAN, 2022), e devido
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a isso estes alimentos tém despertado interesse. Seus beneficios sdo atribuidos aos
seus microrganismos existentes, que realizam conversdes enzimaticas no processo
de fermentacgéo gerando prebidticos, microrganismos vivos e metabdlitos favoraveis a
saude, os quais vém sendo investigados (BERDING; CRYAN, 2022).

Neste contexto, trabalhos sugerem beneficios para a saude cerebral advindos de
alimentos fermentados, como cepas probidticas, acidos graxos de cadeia curta,
flavonoides, lactoferrina, vitaminas e fitoquimicos, os quais através da fermentagao
geram metabdlitos que auxiliam na redugdo do estresse oxidativo e inflamagao
(CEAPA et al., 2013; MACHADO et al., 2013; SELHUB; LOGAN; BESTED, 2014;
TILLISCH et al., 2013).

1.10.1. Kombucha

Dentre os diversos alimentos fermentados com propriedades medicinais, destaca-se
a kombucha (KT), uma bebida fermentada, provavelmente originaria da China que foi
muito consumida durante a dinastia Qin cerca de 220 a.C, em fung¢do das suas
propriedades desintoxicantes e energizantes (DIMIDI et al., 2019; DUFRESNE;
FARNWORTH, 2000). Em 414, o Doutor Kombu levou o kombucha da Coreia para o
Japao para curar os problemas digestivos do Imperador (DUFRESNE; FARNWORTH,
2000) . Relatos historicos indicam que essa bebida foi introduzida na Russia por
comerciantes orientais e posteriormente se difundiu na Europa Oriental e Europa
(AMARASINGHE;  WEERAKKODY;  WAISUNDARA, 2018; DUFRESNE;
FARNWORTH, 2000).

Além disso, essa bebida é originalmente obtida da fermentagao de cha verde ou preto
(Camellia sinensis) adogado, por uma associagao simbiotica de bactérias e leveduras,
acomodadas em uma matriz de celulose sintetizada por bactérias acéticas
denominada SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts) (VILLARREAL-SOTO
et al., 2018), que é caracterizada pelo seu sabor ligeiramente doce e acido (SENGUN;
KIRMIZIGUL, 2020). Os microrganismos encontrados no SCOBY consistem
principalmente em leveduras (Saccharomyces, Zygosaccharomyces), bactérias
acéticas (Acetobacter, Gluconobacter) e acido laticas (Lactobacillus, Lactococcus);
essa composicdo microbiana varia nos diferentes estagios de fermentagdo. Além
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disso, a composi¢cado microbiana da cultura pode variar de acordo com sua origem,
bem como, variagdes das condi¢gdes de fermentagdo como concentragdo de oxigénio,
temperatura, tempo, fonte do inéculo, tipo e concentragdo de agucar (DIMIDI et al.,
2019).

O processo de fermentagcdo da kombucha €& aerdbico e envolve fermentacdes
alcodlica, lactica e acética, e leva de 7 a 10 dias ou mais a temperatura ambiente
(figura 10) (SENGUN; KIRMIZIGUL, 2020). Esse processo ocorre de forma natural,
enzimas invertases produzidas por algumas leveduras, clivam a sacarose em glicose
e frutose. As leveduras, por sua vez, convertem a glicose em etanol e diéxido de
carbono. O diéxido de carbono reage com a agua formando acido carbdnico
(SENGUN; KIRMIZIGUL, 2020; VILLARREAL-SOTO et al.,, 2018). Bactérias e
algumas leveduras oxidam parte do etanol, produzindo acido acético. Além disso,
enquanto uma quantidade substancial de frutose permanece nao fermentada, acido
gluconico e acido aceético sdo produzidos através da oxidagdo da glicose (SENGUN,;
KIRMIZIGUL, 2020; VILLARREAL-SOTO et al., 2018).
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Figura 10: Adaptado de TRAN et al., 2020 Preparo e metabdlitos do processo fermentativo
do KT.

Com isso, durante a fermentacdo da kombucha, o pH do cha ¢ inicialmente em torno
de 5 diminui, devido ao aumento da concentracdo de acido acético e outros acidos
(SENGUN; KIRMIZIGUL, 2020; VILLARREAL-SOTO et al., 2018). Esse pH reduzido

demonstrou efeito antimicrobiano, pois a KT preveniu o crescimento de bactérias



42

patogénicas como Helicobacter pylori, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e
Campylobacter jejuni (SREERAMULU; ZHU; KNOL, 2000).

Em relagao a sua composicdo, na kombucha, sdo encontrados compostos fendlicos,
acidos organicos, vitaminas, minerais, aminoacidos, proteinas, etanol, algumas
enzimas hidroliticas, dioxido de carbono, cepas bacterianas, leveduras e outros
metabdlitos microbianos (DUFRESNE; FARNWORTH, 2000; VILLARREAL-SOTO et
al., 2018). Devido a essa composicédo a KT demonstrou inumeras atividades biologicas
em animais como: agao na redugao da glicemia em animais diabéticos (ALOULOU et
al., 2012), efeito antioxidante em diferentes érgados como pancreas, figado, rim e
coragao de ratos diabéticos, com restauragdo das alteracdes fisiopatologicas
induzidas por aloxano (BHATTACHARYA; GACHHUI; SIL, 2013), efeito
hipocolesterolémico devido a atividade antioxidante da KT (BELLASSOUED et al.,
2015).

Efeitos da KT em funcdo da composi¢cdo do seu microbioma também comecam a ser
correlacionados com sua agao, no estudo de JUNG et al. (2019), camundongos com
esteatose que receberam o KT apresentaram reducgao significativa no acumulo de
gordura hepatica e uma alteragdo na composi¢cdo de sua microbiota aumentando a
proporcao de Bacteroidetes quando comparados com os animais com esteatose que
nao receberam KT, com isso os autores chegaram a conclusao de que essa alteragao

na microbiota pode ser um mecanismo de acéo protetor da KT.

Em um estudo recente realizado por WANG et al. (2021) que avaliaram o efeito da KT
na sepse induzida por LPS em camundongos, com o objetivo de elucidar potenciais
mecanismos envolvidos em seu efeito anti-inflamatoério e na MI, encontrou resultados
de efeito imunomodulador significativos desse tratamento, como: melhora da taxa de
sobrevivéncia em até 40%, melhora da termorregulagéo, redugao de TNF-a, IL-1B e
IL-6, restauraram os niveis de células T e macréfagos, inibiu a sinalizagao do NF-kB
e alterou a diversidade da MI, promovendo um crescimento de bactérias produtoras
de butirato que é um acido graxo de cadeia (AGCC) curta que exerce efeito anti-

inflamatorio.
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Nos ultimos anos, essa bebida tornou-se bastante popular em todo o mundo pela
alegacédo de sua agao promotora de saude (SENGUN; KIRMIZIGUL, 2020). Nos
Estados Unidos, existem cerca de 134 empresas que produzem e comercializam KT,
sendo que em 2018 esse mercado movimentou 1,5 bilhdo de délares, e estima-se
que, em 2025, esse valor alcance em torno de 5 milhdes (WANG et al., 2021). O Brasil
possui legislagao instituida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) que dispde sobre os padrdes de identidade e qualidade das KT produzidas e
comercializadas no pais, através da Instru¢do Normativa n® 41/2019 (BRASIL, 2019).

O crescente consumo de KT, seja por preparo artesanal ou através de aquisi¢ao no
mercado, traz a necessidade de realizar mais estudos pré-clinicos e clinicos para

investigar seus beneficios e mecanismos envolvidos no mesmo.

1.11. JUSTIFICATIVA

Considerando i) que o TDM tem alta prevaléncia e importante impacto na redugéo da
qualidade de vida e comprometimento funcional dos acometidos, além do grande
impacto econdémico, ii) que os tratamentos atualmente disponiveis ndo sao totalmente
eficazes e iii) o envolvimento da desregulagdo do sistema imune na etiologia e piora
dessa desordem, faz-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas para sua prevencdo e/ou tratamento. Devido a sua capacidade
antioxidante e antiinflamatéria, a ingestdo da kombucha pode trazer beneficios para a

prevencgao/tratamento do TDM, através da regulacédo da neuroinflamagao.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com KT nas alteragbes comportamentais induzidas pelo

LPS em camundongos machos e fémeas adultos.

2.2. ESPECIFICOS

l. Caracterizar o perfil de metabdlitos do cha verde base de preparo da KT, KT e

KT liofilizado utilizado para tratamento dos camundongos por HPLC.
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Il. Avaliar o efeito do tratamento com KT na atividade locomotora através do teste
de campo aberto (CA);

. Avaliar o efeito do tratamento com KT no comportamento tipo
depressivo/ansioso induzidos pelo LPS em camundongos através dos testes de

suspensao da cauda (TSC) e caixa claro/escuro (CCE);

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Para os experimentos foram usados camundongos machos (n = 67) e fémeas (n = 70)
da linhagem C57BL/6J com idade de 10 a 12 semanas, sendo o peso das fémeas de
(19 a 22 g) e machos (20 a 26 g), provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), alojados em uma sala com controle de temperatura
(24°C), umidade de 50 a 60%, com 20 trocas de ar por hora e ciclo claro-escuro de
12:12h iniciando as 7h. A quantidade minima de camundongos alojados por gaiola foi
de 3 animais e a maxima de 5 animais, todos os animais foram aclimatados na sala
de experimentacdo por 2 semanas antes do inicio dos experimentos e eram
manipulados durante esse periodo, e tinham seu peso aferido diariamente. Todos os
sujeitos experimentais receberam agua e ragdo comercial ad libitum que eram
repostas a cada trés dias, juntamente com as trocas de maravalha efetuadas nesse
periodo. Os experimentos realizados foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES)
pelo protocolo de numero (37/2019). (DU SERT et al., 2020).

3.2. KOMBUCHA

A KT utilizada para os experimentos foi fornecida pela empresa de preparo artesanal
‘Kombucha Viva o Dia”. Todos os insumos utilizados para o seu preparo eram
organicos, com o intuito de obter um maior numero de compostos

bioativos/fitoquimicos. O processo de producdo é padronizado e tem controle da
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quantidade de insumos, temperatura entre 25 e 28 °C, monitoramento de pH, tempo
de fermentacao, coleta de amostras e lote de produgdo. O processo de preparo da

bebida é segredo industrial, e o lote utilizado neste trabalho foi 0 niumero 234.

Os ingredientes utilizados para o preparo da KT foram: cha verde e agucar organicos,
SCOBY e caldo de iniciador (KT previamente fermentada). A mistura foi fermentada
por 7 dias. Posteriormente, a KT fermentada foi congelada e armazenada a -80 °C
antes de ser submetida a liofilizacdo. Finalmente o extrato liofilizado de KT foi

armazenado a -20 °C até o uso.

Os animais receberam 2 g/kg de KT liofilizado diluido em agua filtrada por via oral,
através de gavagem, a cada 24 horas durante 10 dias (Jung et al., 2019).

3.2.1. Caracterizacao do perfil metabodlico do cha de Camélia sinensis e KT

O cha verde foi a base para o preparo da KT, portanto, foi realizada analise quimica
para identificar o perfil de metabdlitos presentes no cha base, KT e KT liofilizada.

Essa caracterizagao e seus resultados foram realizados em parceria com a Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo (FCFRP-
USP), Ribeirao Preto (SP), Brasil, pela Dra. Amanda Mesquita Guiraldelli.

3.2.1.1. Preparagao da solucdo de amostra

O cha verde e a KT foram filtrados através de uma membrana de PVDF com tamanho
de poro de 0,22 um. O KT liofilizado (em po) foi preparado transferindo 2 mL de agua

sonicada para o po e sonicada por 60 min em temperatura ambiente.

3.21.2. Caracterizagdo de metabdlitos por LC-UV-MS/MS

A analise foi realizada em equipamento Agilent UHPLC 1290 acoplado a um QToF
6540 no modo ESI (+), voltagem capilar de 3000 V, temperatura do gas definida em
300°C, temperatura do gas de dessolvatagdo em 300°C, fluxo de gas de
dessolvatagao definido em 11 L/min e fluxo de gas de cone a 10 L/min. Os dados
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foram adquiridos no modo Data-Dependent Acquisition (DDA) dentro da faixa de
massa de m/z 100-2000 considerando as 2 espécies ibnicas mais intensas na
varredura MS que foram selecionadas para MS/MS (CID: 10, 20, 30 eV) com
configuragbes de ativacdo de exclusdo de janela de 10 segundos. A fase moével
consistia em acido férmico 0,1% em agua como solugao A e acetonitrila como solugao
B usando o programa de gradiente como segue: 0-2 min, 5% B; 2-20 min, 5-100% B;
20-22 min, manter a 100% B; 22-22,1 min, 100-5% de B; 21,1-25 min, 5% de B. A
coluna de fase reversa Waters BEH Shield RP 18 (100 mm x 2,1 mm x 1,7 um) foi
usada estabelecendo a taxa de fluxo de 0,4 mL/min, temperatura da coluna a 25 °C,

volume de injecao de 2 pL e detecgao a 220 nm.

3.3. LIPOPOLISSACARIDEO

O Lipopolissacarideo (LPS, sorotipo O111:B4, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) foi
dissolvido em solugédo de NaCl 0,9% e administrado em dose unica de 0.83 mg/kg via
intraperitoneal (i.p.). A dose do LPS foi escolhida com base em estudos prévios
avaliando as alteragdes comportamentais e neuroquimicas induzidas por LPS em
roedores (ADEBESIN et al., 2017; FRENOIS et al., 2007; O'CONNOR et al., 2009).

3.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 4 grupos de acordo com o

tratamento a receber:

Controle (C) - agua vo + salina via i.p, Kombucha (KT) - kombucha vo + salina via
i.p, LPS agua vo + LPS via i.p, Kombucha + LPS (LPS+KT) - kombucha vo + LPS via

i.p.
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Figura 11: Delineamento experimental (Criada com Biorender).

3.5. TESTES COMPORTAMENTAIS

A avaliagdo comportamental ocorreu em etapas experimentais distintas para animais
machos e fémeas, e foi realizada em 3 baterias experimentais para cada sexo com n
aproximado de 25 animais por bateria, com animais de todos os grupos experimentais.
Os testes comportamentais foram realizados no décimo dia de tratamento dos
camundongos, tendo seu inicio 24 horas apo6s a aplicagao do LPS, em uma sala de
experimentagdo com isolamento acustico, sob luz vermelha. Os camundongos foram
inicialmente habituados na sala de experimentacdo por uma hora e, posteriormente,
submetidos aos testes individualmente, realizados na ordem do menos estressante
para o mais estressante para reduzir a probabilidade de testes comportamentais
anteriores influenciarem os subsequentes. Apds a realizagdo de cada bateria de
testes, os aparatos eram higienizados com uma solugao de alcool 70% para evitar a

influéncia do cheiro nos testes seguintes.
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3.5.1. Avaliagao da atividade locomotora

e Teste do Campo Aberto (CA) - realizado as 11h - 26 horas ap6s a administragéo
do LPS

Cada animal foi gentilmente colocado em uma caixa de plastico branco (40 x 32 x
16 cm) onde foi permitido perambular livremente durante 5 minutos. Todas as
sessdes foram gravadas por uma camera de video posicionada acima da caixa
para posteriores analises pelo software ANYMAZE (Stoelting Co., Wood Dale, IL).
O parametro avaliado foi a distédncia percorrida total (MILLETT; PHILLIPS;
SAUNDERS, 2019; WANG et al., 2019).

3.5.2. Avaliagao do comportamento tipo depressivo/ansioso

e Teste de suspensdo da cauda (TSC) - realizado as 14h - 29 horas apods a
administragao do LPS

O TSC é um teste usado para avaliar comportamento do tipo depressivo (Can, Dao,
Terrillion, et al., 2011). Neste teste, os camundongos foram suspensos pela cauda
durante 6 minutos, em um aparato com 55 x 60 x 11,5 cm (altura x largura x
profundidade), com quatro compartimentos. Cada camundongo foi suspenso dentro
de seu proprio compartimento, com distancia aproximada entre o nariz do animal e o
base do aparato de 20-25 cm.

Todos os testes foram gravados por uma camera frontal de video para posterior
analise. Neste teste foi analisado o tempo de imobilidade total do animal, nos 4 ultimos
minutos. O animal foi considerado imoével quando ndo apresentava nenhum
movimento do corpo e estava pendurado passivamente (CAN et al., 2011; WANG et
al., 2019).

e Teste da caixa claro/escuro (CCE) - realizado as 12h - 27 horas apos a
administracao do LPS
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O CCE tem por objetivo prever a atividade ansiolitica ou ansiogénica, e se baseia no
conflito que os camundongos enfrentam entre sua atragdo por novidades e sua
aversdo inata por arenas abertas e iluminadas (BOURIN; HASCOET, 2003;
SAVIGNAC et al., 2016). Os animais foram gentilmente colocados em um aparato com
um compartimento escuro (14 x 7 x 9 cm) com uma passagem (3 x 4 cm) de acesso
a um espaco aberto com intensidade iluminagao ajustada em 50 lux (42 x 21 x 25 cm)
durante 5 minutos. Foram avaliados os seguintes parametros: a laténcia para deixar
a area escura, o numero de transi¢ées entre os compartimentos, o tempo gasto na
area clara e a distancia percorrida na mesma. A entrada no compartimento foi
considerada quando as 4 patas do animal estavam no mesmo. Os camundongos
foram devolvidos as suas gaiolas no final do procedimento (SAVIGNAC et al., 2016).
O teste foi gravado por uma camera de video posicionada acima da caixa claro/escuro
para posterior analise pelo software ANYMAZE (Stoelting Co., Wood Dale, IL).

3.6. EUTANASIA

Ao final de cada bateria de experimentos os animais foram eutanasiados e os tecidos
cerebrais (cortex, hipocampo, amigdala e hipotalamo) foram coletados, congelados e
armazenados a -80°C, para futuras correlacbes de ensaios bioquimicos com os

resultados da analise comportamental obtida.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra (n=19) foi estimado usando a seguinte férmula: n=[(Zalfa/2+
Zbeta)* s/Sigmal?.0 teste baseia-se no calculo do intervalo de confianga da diferenga
entre as médias (sigma), do desvio-padrao (s). Za/2 — valor do erro a, usualmente:
1,96 (5%). ZB- valor do erro 3 sera fixado em 0,10 e o valor de z beta na tabela de
valores de z (distribuicado unicaudal) € 1,28. O valor da diferenga entre as médias dos
grupos como sendo pelo menos 30% e o valor do desvio padrdo como sendo em
média 40% do valor das médias, sendo estes valores obtidos através de experimentos

previamente realizados (Apéndice A).

Todos os dados obtidos foram avaliados no software GraphPad Prism versédo 8.00
(2020, San Diego, CA, USA). Inicialmente foi realizado o teste de normalidade de

kolmogorov-smirnov para verificar a normalidade da amostra. Para analisar as



50

diferencas comportamentais entre os grupos foi empregada analise de variancia
ANOVA de duas vias. Os efeitos significativos dos fatores independentes foram
seguidos pelo teste post-hoc de Bonferroni. Os animais considerados outlier pelo
método de ROUT foram excluidos das analises. Para todas as analises foi aplicado
um nivel de significancia de p < 0.05 e os dados foram expressos como média * erro

padrao da média.

4, RESULTADOS

41. PERFIL METABOLICO DO CHA VERDE (CAMELIA SINENSIS) E
KOMBUCHA

A analise quimica do cha C. sinensis e KT por espectrometria de massa permitiu
identificar a presenca de polissacarideos, cafeina, taninos e flavondides glicosilados
(figura 12, tabela 1). A anotagdo do composto foi realizada a partir da massa exata,
espectros de fragmentacdo MS/MS, espectros de UV e revisdo de compostos
quimicos isolados de C. sinensis. Nao foram observadas diferencas no perfil quimico
do cha para a KT (em solugao ou liofilizada).
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Figura 12: Cromatograma de ions totais do cha de Camelia sinensis e kombucha por andlise

LC-UV-MS/MS, em ionizagdo de modo positivo. Nota: (A) cha C. sinensis; (B) solugao de

kombucha; (C) kombucha liofilizado e reconstituido.

Tabela 1: Analise quimica qualitativa do cha C. sinensis e kombucha por analise LC-

UV-MS/MS.
ESI(H) ESI(+) MS Erro de Férmula
TR . MS espectro
ID . Identidade Proposta . . massa molecular
(min) espectro Espécies
m/z ionicas (ppm) proposta
1 2.84 Polissacarideo 381.0798 [M+K-5Glc]" - -
2 2.90 Polissacarideo 381.0803 frag. na fonte - -
3 3.11 Polissacarideo 381.0800 frag. na fonte - -
4 3.6 Desconhecida 175.1071 - - -
5 3.7 Polissacarideo 381.0803 - - -
6 3.89 Desconhecida 337.1610 - - -
7 7.3 Teogalina 345.0817 [IVI"‘H]Jr -0.29 Ci14H16010
8 936 Galocatecol 307.0811 [M+H]" 0.33 CisH1407
9 10.68 Epigalocatecol 307.0818 [M+H]" -1.81 CisH1407
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10 11.38 Acido p-cumaroilquinico 339.1068 [M+HT* 1.77 Ci6HsOs
11 1148 Cafeina 195.0873 [M+H]* -1.02 CsH10N4O-
12 12.1 Procianidina do tipo B 579.1469 [M+H]* 4.83 C30H26012
dimero
13 122 Desconhecida 427.1703 - - -
14 123 Desconhecida 309.0729 - - -
15 126 Desconhecida 565.1561 [M+H]* - -
16 12.83 Catequina 291.0865 [M+H]* -0.56 Ci5H1406
17 13.16 Galocatecol-3-O-galato 459.0932 [M+H]* -2.08 Cx»Hi301,
18 13.48  Quercetina-3-O-rutinosideo-  773.2136 [M+H]* -0.13 C33H4002:
7-O-glicopiranosideo
19 13.56 Miricetina-3-O-glicosideo 481.0981 [M+H]* -0.75 C21H20013
20 13.5  Epigalocatequina-3-O-galato  459.0928 [M+H]* -1.31 Cx»Hi301
21 14.1 Kampferol-3-O-rutinosideo-  757.2212 [M+H]* -3.43 C33H40020
7-O-glucopiranosil
22 14.15  Quercetina-3-O-rutinosideo  611.1632 [M+HT* -4.09 C»7H30016
23 143 Kampferol-3-O-rutinosideo-  757.2193 [M+H]* -0.92 Cs33H40020
7-O-glucopiranosil
24 148 Quercetina-3-O-glicosideo  465.1035 [M+HT* -1.51 C21H20012
25 151 Desconhecida 417.1320 [M+H]* - -
26 15.15  Kampferol-3-O-rutinosideo  595.1678 [M+H]* -3.53 C27H30015
27 15.36 Catechina-3-O-galato 443.0981 [M+H]* -1.81 C2Hi15010
28 15.59 Kampferol-3-O-glicosideo  449.1074 [M+HT* 0.89 C21H2001,
4.2. AVALIACAO DO EFEITO DO LPS E KOMBUCHA SOBRE A DISTANCIA

PERCORRIDA NO CAMPO ABERTO

A atividade locomotora foi avaliada no teste de campo aberto. Os resultados obtidos

em fémeas mostram que o LPS induz uma hipolocomocgéao [efeito LPS: F(1,65)=64,09;
p<0,0001; efeito KT: F(1,65)=11,05; p=0,0015; interagao: F(1,65)=2,826; p=0,096], a
qual é atenuada pela KT (p=0,0035, comparando LPS vs LPS+KT) (figura 13A). Essa
reducao da atividade locomotora pelo LPS também foi verificada nos machos (figura
13B) [efeito LPS: F(1,61)=96,14; p<0,0001; efeito KT: F(1,61)=0,073; p=0,7879;
interagcdo: F(1,61)=2,416; p=0,1253], entretanto, a KT n&o foi capaz de modificar a

mesma.
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Figura 13: Efeito do tratamento com kombucha sobre a diminuigdo da atividade exploratéria
provocada pelo LPS no campo aberto. O painel A representa a distancia percorrida em
fémeas: Controle (n=17), KT (n=16), LPS (n=17) e LPS+KT (n=19). O painel B representa a
distancia percorrida em machos: Controle (n=16), KT (n=15), LPS (n=17) e LPS+KT (n=18).
Analise de variancia ANOVA duas vias seguida do teste post-hoc de Bonferroni. # diferenga
entre os grupos tratados com LPS ou salina (i.p). **p=0,0035. Dados expressos como Média

* erro padrao da média.

4.3. AVALIAGAO DO EFEITO DO LPS E KOMBUCHA SOBRE O EFEITO TIPO
ANSIOSO NA CAIXA CLARO ESCURO

O comportamento tipo ansioso foi avaliado na caixa claro-escuro. Os resultados
obtidos nas fémeas mostram que todos os pardmetros avaliados nessa tarefa nao
sofreram alteracao entre os animais tratados com KT e salina e que nao receberam
LPS, demonstrando que a KT n&o exerce nenhum efeito per se nesse paradigma. Os
dados apresentados na figura 14A demonstram que a laténcia para entrar no
compartimento claro foi a mesma em todos os grupos analisados [efeito LPS:
F(1,62)=2,710; p=0,10480; efeito KT: F(1,62)=1,449; p=0,2332; interagao:
F(1,62)=3,521; p=0,0653].

Ao analisar o tempo de exploragado do ambiente claro (figura 14B) observou-se que os
animais tratados com salina e que foram desafiados pelo LPS apresentaram uma

reducao significativa desse tempo que foi atenuado no grupo previamente tratado com
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KT [efeito LPS: F(1,65)=27,14; p<0,0001; efeito KT: F(1,65)=4,025; p=0,049;
interacéo: F(1,65)=4,257; p=0,0431].

O numero de transicoes entre estas reparticbes (figura 14C) [efeito LPS:
F(1,66)=52,83; p<0,0001; efeito KT: F(1,66)=3,574; p=0,0631; interacédo:
F(1,66)=13,06; p=0,006], além da distancia percorrida (figura 14D) [efeito LPS:
F(1,66)=54,32; p<0,0001; efeito KT: F(1,66)=5,096; p=0,0273; interacédo:
F(1,66)=7,317; p=0,0087] também seguiram a mesma tendéncia de redug&o no grupo

LPS e mitigagado desse comportamento no grupo tratado previamente com a KT.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com Kombucha sobre o comportamento ansioso induzido
pelo LPS em fémeas: Tempo de laténcia para entrar no compartimento claro (painel 14A),
tempo de exploracédo do compartimento claro (painel 14B), nimero de transigdes entre os dois
compartimentos (painel 14C) e distancia percorrida no compartimento claro (painel 14D).
Controle (n=17), KT (n=17), LPS (n=14-17) e LPS+KT (n=18-19). Analise de variancia ANOVA
duas vias seguida do teste post-hoc de Bonferroni quando apropriado. # diferenca entre os
grupos tratados com LPS ou salina (i.p). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Dados

expressos como Média * erro padrao da média.
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Nos machos (figura 15), o tratamento isolado com KT nao apresentou diferengas com
o grupo controle. Ademais, semelhante ao observado nas fémeas, o tempo de laténcia
para entrar no compartimento claro (figura 15A) foi 0 mesmo em todos os grupos
analisados [efeito LPS: F(1,58)=0,02867; p=0,8661; efeito KT: F(1,58)=0,9769;
p=0,3271; interagdo: F(1,58)=6,988; p=0,0105]. Além disso, também n&o houve
diferenga entre os grupos ao analisar o tempo de exploragdo do ambiente claro (figura
15B), [efeito LPS: F(1,61)=0,5860; p=0,4469; efeito KT: F(1,61)=0,4321; p=0,5134;

interacéo: F(1,61)=2,137; p=0,1489], diferentemente do observado em fémeas.

Entretanto, ao analisar o numero de transigdes entre estas repartigcdes (figura 15C)
[efeito LPS: F(1,63)=60,36; p<0,0001; efeito KT: F(1,63)=5,459; p=0,0227; interagao:
F(1,63)=1,343; p=0,2509] e a distancia percorrida (figura 15D) [efeito LPS:
F(1,63)22,49; p<0,0001; efeito KT: F(1,63)=4,212; p=0,0443; interagao:
F(1,63)=0,5948; p=0,4435], observou-se que os animais tratados com salina e que
foram desafiados pelo LPS apresentaram uma reducio destes parametros, os quais

se mantiveram no grupo previamente tratado com KT.
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Figura 15: Efeito do tratamento com Kombucha sobre o comportamento ansioso induzido
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pelo LPS em machos: Tempo de laténcia para entrar no compartimento claro (painel A), tempo
de exploragao do compartimento claro (painel B), nimero de transigbes entre os dois
compartimentos (painel C) e distancia percorrida no compartimento claro (painel D). Controle
(n=14-16), KT (n=14-15), LPS (n=17-18) e LPS+KT (n=16-18). Analise de varidncia ANOVA
duas vias seguida do teste post-hoc de Bonferroni quando apropriado. # diferenga entre os
grupos tratados com LPS ou salina (i.p). *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. Dados expressos
como Média * erro padrao da média.

4.4, AVALIAGAO DO EFEITO DO LPS E KOMBUCHA SOBRE O
COMPORTAMENTO TIPO DEPRESSIVO NO TESTE DE SUSPENSAO DA CAUDA

O comportamento tipo depressivo foi avaliado no teste de suspenséo da cauda (figura
16). Nas fémeas (figura 16A), foi observado que o tratamento com LPS induziu um
aumento significativo no tempo de imobilidade que foi prevenido no grupo previamente
tratado com KT [efeito LPS: F(1,66)=5,771; p=0,0191; efeito KT: F(1,66)=13,64;
p=0,0005; interagao: F(1,66)=7,274; p=0,0089]. Porém, para os machos (figura 16B)
nao foram verificadas diferengas entre os grupos [efeito LPS: F(1,59)=0,07147;
p=0,2043; efeito KT: F(1,59)=1,648; p=0,4805; interacéo: F(1,59)=0,5042; p=0,7901].
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Figura 16: Efeito do tratamento com LPS e Kombucha sobre tempo de imobilidade no teste
de suspensdo da cauda. O painel A representa o tempo de imobilidade em fémeas: Controle
(n=17), KT (n=17), LPS (n=17) e LPS+KT (n=19). O painel B representa o tempo de
imobilidade em machos: Controle (n=16), KT (n=15), LPS (n=14) e LPS+KT (n=18). Analise
de variancia ANOVA duas vias seguida do teste post-hoc de Bonferroni quando apropriado.

**p<0,01; ***p<0,001. Dados expressos como Média + erro padrdo da média.
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5. DISCUSSAO

A caracterizagao fisico-quimica qualitativa da KT utilizada nesse estudo indica que a
mesma possui em sua composicao: polissacarideos, cafeina, taninos e flavondides
glicosilados o que corrobora com os resultados encontrados em estudos que
realizaram a caracterizagao fisico-quimica da KT (AL-MOHAMMADI et al., 2021;
GAGGIA et al., 2019; TRAN et al., 2020; VILLARREAL-SOTO et al., 2018), indicando
que a KT utilizada nesse estudo possui metabdlitos com os potenciais anti-inflamatorio
e antioxidante associados a essa bebida (GAGGIA et al., 2019; MALBASA et al., 2011;
SALAFZOON, 2017).

Além disso, a dose utilizada de KT neste estudo teve o potencial de atenuar a
hipolocomogado e comportamento ansiogénico e prevenir o comportamento tipo
depressivo induzidos pela administracdo sistémica de LPS em fémeas, porém,
quando avaliados os mesmos parametros comportamentais em machos, esse
consumo nao minimizou os parametros de reducédo de locomogao e comportamento
ansiogénico causados pelo LPS. Além disso, nesse grupo de animais em especifico,

o comportamento tipo depressivo nao foi observado na dose de LPS utilizada.

A administragao de LPS & amplamente utilizada em modelo animal de comportamento
tipo depressivo por estimular o sistema imunologico, aumentando a produgao de
citocinas inflamatérias causando uma redugcdo de monoaminas, principalmente
serotonina e ativacao do eixo HPA, gerando um “comportamento doente” com duracao
aproximada de 12 horas, possuindo um pico de acao entre 2 e 6 horas, apds a
administragao do LPS (BIESMANS et al., 2013; FRENOIS et al., 2007; WANG et al.,
2019; YIRMIYA, 1996). Além disso, trabalhos demonstraram que essas alteragdes
causam o comportamento do tipo depressivo em animais que se torna presente apos
24h da injecdo com LPS, sem os efeitos de confusdo do comportamento doente em
camundongos (FRENOIS et al., 2007; FU et al., 2010; O'CONNOR et al., 2009).

Conforme demonstrado por diversos autores, o LPS causa uma reducgao da atividade
locomotora (BIESMANS et al., 2013; MULLER et al., 2015; YIRMIYA, 1996), a qual foi
observada tanto no experimento com fémeas quanto com machos. A maioria dos
estudos utilizando esse modelo de comportamento tipo depressivo demonstra que,
apods 24h, essa hipolocomogao causada pelo LPS é revertida de forma esponténea e
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que a sua permanéncia apos esse periodo estaria relacionada a manutencédo do
comportamento doente (BIESMANS et al., 2013; FRENOIS et al., 2007).

No presente estudo, o comportamento de hipolocomocdo somente foi atenuado no
grupo de fémeas que consumiu o KT, semelhante ao estudo de MILLETT et. al. (2019)
onde também foi observado comportamento de hipolocomocdo em animais fémeas
apods 24 horas de LPS.

Conforme demostrado pelos resultados do presente trabalho, o tratamento de fémeas
com a kombucha na dose utilizada atenuou o decréscimo de locomocéo induzido por
LPS, enquanto nos animais machos esse tratamento ndo apresentou o mesmo efeito.
Nao foi encontrado, na literatura, qualquer estudo que tenha avaliado o efeito do
consumo de kombucha na distancia percorrida pelos animais experimentais, porém,
o estudo de SINGAL et. al. (2004) avaliou esse parametro em animais tratados com
cha verde, que é utilizado como base de fermentagédo da KT, e o resultado corrobora
com o do presente trabalho em fémeas, ja que, Singal e colaboradores (2004)

observaram que o cha verde atenuou a hipolocomocao causada pelo LPS.

Da mesma forma, o estudo de SUN et al.,, (2019), que avaliou o tratamento com
probidtico Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 isolados do Kefir tibetano em modelo de
comportamento tipo depressivo por estresse crénico imprevisivel também atenuou as

alteracdes de atividade locomotora, assim como nosso resultado em fémeas.

Insta frisar que esse comportamento de hipolocomocao, 24h apds o LPS, pode ser
atribuido a redugao de exploragao por componente motivacional. Um dos sintomas
maiores do TDM é a anedonia, assim, uma forma de associar essa hipolocomocao
apresentada ao comportamento motivacional em animais seria a realizagao de testes
para avaliar esse parametro, como o teste de preferéncia pelo agcucar. Um outro
parametro nesse estudo que pode indicar que a hipolocomocao causada é associada
a componente motivacional € que no TSC realizado em machos o parametro de

imobilidade (motor) n&do demonstrou diferenga entre os grupos.

Além disso, no estudo de YEH et al., (2015), apds a administragao do LPS, os ratos

exibiram anedonia e reducdo de dopamina (DA), o que é associado a esse
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comportamento. Ainda, alguns estudos que realizam avaliagdo de anedonia por esse
teste mostram que o consumo reduzido da solugdo de sacarose se mantém por pelo
menos 48h apds o LPS (BIESMANS et al., 2013; DALLA et al., 2010; FRENOIS et al.,
2007) o que poderia justificar a prevaléncia da hipolocomogdo apdés 24h de
administracao do LPS. Um dos mecanismos que podem estar relacionados ao retardo
na locomocdo de carater motivacional seria a reducdo da sintese de DA
principalmente na regido do estriado ocasionada pela ativacdo imune (FELGER,;
TREADWAY, 2017; YEH et al., 2015).

Quanto ao comportamento tipo depressivo avaliado pelo teste de suspensido da
cauda, no experimento com fémeas, foi possivel observar que o LPS levou a um
aumento significativo do tempo de imobilidade dos animais com relagdo aos demais
grupos, o que caracteriza esse comportamento; a KT foi capaz de prevenir essa
imobilidade causada pelo LPS. Em contrapartida, nos machos nao foi possivel verificar
este incremento, assim, o comportamento tipo depressivo nao foi reproduzido no TSC,

pois, ndo houve diferenga significativa do grupo controle para os demais grupos.

Para esse tipo de comportamento também nao foi encontrado na literatura estudos
associando kombucha e comportamento tipo-depressivo induzido por LPS. Mas, os
estudos de LIU et al., 2013; RAI et al., 2019; SHEN et al., 2019, que utilizaram o
modelo de estresse crénico imprevisivel e trataram os animais com polifendis
presentes no cha verde, também encontraram efeito de redugao/reversdo do tempo
de imobilidade desses animais. Ademais, nos estudos de SUN et al., 2019; XIANGJIE
QIU, 2021, os animais foram tratados com cepas de Lactobacillus e apresentaram
reversao do tempo de imobilidade causado pelo comportamento tipo depressivo,
resultados esses que corroboram com o este estudo quando avaliado a reversao

desse tipo de comportamento em fémeas.

Além disso, a diferenca encontrada entre fémeas e machos no desenvolvimento de
comportamento tipo depressivo corroboram com a literatura que descreve
peculiaridades na resposta imunonoldgica nos diferentes sexos, sendo as fémeas
mais propensas a desenvolver esse comportamento do que machos, pois,
apresentam uma producdo mais exacerbada de citocinas pro-inflamatorias, maior
ativagao do eixo HPA e maiores alteragées no metabolismo de serotonina (DALLA et
al., 2010; DOCKMAN et al., 2022; LIMA et al., 2022).
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Quanto a nao reprodutibilidade do comportamento tipo depressivo em machos
baseado no TSC é importante ressaltar que o tempo de imobilidade avaliado é um
componente motor, como o TDM envolve uma gama de sintomas e dentre eles um
dos mais robustos para o diagnéstico seria a anedonia, sendo a alteragdo dos
sintomas motores um dos sintomas menores associados a esse transtorno, a
avaliagao desse parametro isolado para identificar esse tipo de comportamento vem
sendo criticada (POLLAK; REY; MONJE, 2010), um importante parametro a ser
avaliado em conjunto com testes que avaliam imobilidade para definir comportamento

tipo depressivo seria associar esta analise aos testes que avaliam anedonia.

Ademais, quando avaliado o comportamento tipo ansioso pelo teste da caixa
claro/escuro que tem como parametros mais importantes o numero de transi¢cdes entre
compartimentos que indica atividade exploratéria dos animais e o tempo gasto pelos
animais no compartimento claro que reflete aversdo (BOURIN; HASCOET, 2003).
Observamos que as fémeas apresentaram um maior tempo de exploragdo e
consequentemente uma maior distancia percorrida no ambiente claro, assim como um
maior numero de transi¢des entre a area clara e escura dos grupos LPS + KT com
relagdo ao grupo LPS, o que demonstra uma agao ansiolitica do kombucha mitigando
o efeito ansiogénico do LPS. Esse efeito ansiogénico do LPS também foi encontrado
no estudo de SINGAL e colaboradores (2004), no qual o cha verde reverteu o tempo
gue os animais permaneceram nos bragos fechados do labirinto em cruz elevada. Por
sua vez, SAVIGNAC et al. (2016), que trataram os animais com o prebidtico galacto-
oligossacarideo (GOS) por 23 dias, observaram seu efeito ansiolitico nos parametros
de laténcia para entrar no compartimento e tempo em que o0s animais permaneceram
na area clara. Ambos os estudos, portanto, corroboram com os resultados observados

para esse parametro em fémeas.

Por outro lado, quando esses parametros foram avaliados em animais machos foi
observado que o LPS exerceu efeito ansiogénico reduzindo o numero de transigdes
entre os compartimentos e, apesar de nao ter efeito significativo no tempo que o
animal permaneceu na area clara, a reducdo da distancia percorrida nesse
compartimento demonstra que os animais, apesar de permanecerem mais tempo
nessa area, demonstraram atividade exploratoria reduzida nesse compartimento; o
tratamento com kombucha na dose estabelecida, ndo apresentou efeito na redugao

do comportamento tipo ansioso causado nos machos.
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A diferenca desse efeito entre fémeas e machos pode ser decorrente de dimorfismo
sexual. Além disso, existem diferencas farmacocinéticas para muitos farmacos e
drogas entre os sexos em humanos e animais (LEGATES; KVARTA; THOMPSON,
2019; SRAMEK; MURPHY; CUTLER, 2016). Com isso, a resposta diferente ao
tratamento com antidepressivos de diferentes classes em modelos pré-clinicos e
clinicos entre homens e mulheres é relatada, as mulheres tém demonstrado melhor
resposta aos ISRS e IMAO, enquanto os homens apresentaram uma melhor resposta
aos TCAs (SRAMEK; MURPHY; CUTLER, 2016). Uma das hipdteses aventadas é
que essa resposta diferente entre os sexos ocorre devido a diferencas no metabolismo
de monoaminas e ativagdo do eixo HPA, associadas ao estrogénio (DALLA et al.,
2010; LEGATES; KVARTA; THOMPSON, 2019; SRAMEK; MURPHY; CUTLER,
2016). No entanto, para conclusbes mais acertadas, seria necessario correlacionar
esses resultados com uma investigacao bioquimica da resposta inflamatéria causada
pelo LPS entre os sexos, ciclo estral, monoaminas e ativagao do eixo HPA desses

animais.

Os efeitos positivos do consumo de kombucha nas alteragdes comportamentais
causadas pelo LPS nesse estudo provavelmente se devem a sua rica composicao de
fitoquimicos e microbiota que, em sinergia, causam efeitos benéficos. O processo de
fermentagcdo aumenta o conteudo de polifendis e flavondides em sua composigcao em
relacdo ao quantitativo original do cha base (GAGGIA et al., 2019; JAYABALAN;
MARIMUTHU; SWAMINATHAN, 2007; LEAL et al.,, 2018). Esse aumento de
fitoquimicos presentes na bebida em decorréncia de sua fermentagéo, torna o

consumo de KT mais vantajoso quando comparado ao cha base de C. sinensis.

Ndo foram encontrados, na literatura, estudos relacionando kombucha e
comportamento tipo depressivo, e por esse motivo as comparagdes deste trabalho se
basearam em estudos com cha verde ou seus polifendis, ja que esse € o cha base
utilizado para a KT utilizado nesse estudo e, como na literatura ja é descrita a
composi¢cao da microbiota dessa bebida, também utilizamos estudos envolvendo
lactobacillus e comportamento tipo depressivo.

Baseando-se em outros estudos com modelo de comportamento tipo depressivo

mediado por LPS, o efeito antiinflamatério reversor desse comportamento foi
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evidenciado pelo tratamento com diversos tipos de polifendis como a quercetina,
mangiferina, hesperidina e com o cha verde e cafeina, o que pode ser um indicativo
da acdo da KT utilizada nesse estudo nos resultados encontrados nas fémeas
(ASHOK JANGRAA, 2014; BASU MALLIK et al., 2016; SANGEETA PILKHWAL SAH,
2011; SINGAL; TIRKEY; CHOPRA, 2004).

Além disso, a KT possui uma microbiota diversificada que pode ter efeito benéfico
para a saude através da regulagcédo da microbiota intestinal (SENGUN; KIRMIZIGUL,
2020). O uso de probidticos e prebidticos no modelo de comportamento tipo
depressivo por LPS tém demonstrado efeitos positivos em reversdo/melhora de suas
alteracbes comportamentais e bioquimicas causadas em funcdo da disfuncao
imunoldgica (CRYAN et al., 2019b; SAVIGNAC et al., 2016; XIANGJIE QIU, 2021).
Portanto, as cepas presentes na KT podem ter tido agcédo reguladora das alteragdes
comportamentais do LPS nas fémeas através do seu potencial efeito no crescimento

de uma microbiota comensal.

Ainda, no estudo de WANG et al., 2021 em um modelo de sepse induzida por LPS em
camundongos tratados com KT durante 60 dias, foi observado uma maior taxa de
sobrevivéncia dos animais em até 40%, uma importante reducao de citocinas pro-
inflamatdrias, uma reducao da ativagao da via de sinalizacdo do NF-kB, assim como
efeito na mudancga da diversidade da microbiota, com aumento da abundancia de
Cyanobacteria e Alistipes que séo associadas a reducao de inflamacgao, sugerindo
assim que a agao antidepressiva e ansiolitica apresentada pela KT nesse estudo pode
ser decorrente da atenuacgao de regulagao imune através da regulagao das vias acima

mencionadas.

Portanto, de acordo com a composi¢cao da KT e resultados de estudos descritos
acima, avaliando parametros de comportamento tipo depressivo por LPS, a KT pode
ter exercido seus efeitos na melhora das alteragdes comportamentais de
camundongos fémeas neste estudo através da acdo anti-inflamatéria mediada por
efeito sinérgico de seus polifendis e cepas bacterianas. Uma caracterizagéo
quantitativa e do microbioma do KT, assim como, uma correlagao dos resultados com
ensaios bioquimicos sao necessarias para maiores elucidagdes. Além disso, a

correlacdo bioquimica com o ciclo estral talvez possa elucidar componentes do
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dimorfismo sexual observado tanto no modelo de comportamento utilizado, quanto na

resposta das alteragdes comportamentais associadas ao consumo da KT.

6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que a KT previne os comportamentos tipo-
depressivos/ansiosos induzidos por LPS em camundongos fémeas, porém, o mesmo
resultado nao foi encontrado nos animais machos nas doses utilizadas nesse estudo.
A elucidacdo dos mecanismos pelos quais o KT promove esse beneficio em um sexo
em detrimento ao outro, traz a necessidade de investigar mecanismos bioquimicos
envolvidos no metabolismo de monoaminas, ativacdo do eixo HPA e correlacionar
com a acao dessa bebida, que também demanda uma caracterizagdo mais ampla de

seus metabdlitos e analise do microbioma apresentado para maiores elucidacoes.
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8. APENDICES

8.1. APENDICE A - Experimentos prévios realizados
8.1.1. Delineamento experimental

8.1.1.1. Experimento | — piloto

Esse experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a reprodu¢do do modelo
experimental. Foram usados 16 camundongos machos com idade de 12 semanas, 0s
quais, foram distribuidos em 2 grupos aleatoriamente de acordo com o tratamento a

receber:
Grupo controle (C) —(n=6), administrados com 10ml/kg de salina via i.p no D1

Grupo LPS — (n=10), administrados com 0,83 mg/kg LPS via i.p no D1

Esquema experimental:

9h LPS/Salina i.p oh OF
15h OF 10h TST
15:30 TST 11h LDB
13h FST
15h eutandsia
KT - Kombucha

OF - Campo aberto - 5 min de teste

TST - Suspensdo da cauda - 6 min de teste
LDB - Caixa claro escuro - 5 min de teste
FST - Nado forcado - 6 min de teste

Figura 1: Delineamento experimental do Experimento | - Piloto.
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8.1.1.1.1. Resultados
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Figura 2: Efeito do LPS sobre atividade locomotora: Dados expressos como Média * erro
padrao da média. Distancia percorrida apos 6h (painel A) e apos 24h da administragéo do
LPS (painel B). Teste T ndo pareado. ***p=0.001; ****p<0.0001.
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Figura 3:Efeito do LPS no comportamento tipo depressivo: Dados expressos como Média +
erro padrao da média. Tempo de imobilidade no teste de suspensao da cauda apés 7h (painel
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A) e apos 25h da administragéo do LPS (painel B). Tempo de imobilidade no Teste de Nado
Forcado (painel C). Teste T nao pareado. **p=0.0074.
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Figura 4: Efeito do LPS no comportamento tipo ansioso: Dados expressos como Média + erro
padrao da média. Tempo de laténcia para entrar no compartimento claro (painel A), tempo de
exploragao do compartimento claro (painel B) e numero de transi¢des entre os dois
compartimentos (painel C). Teste T ndo pareado. ****p<0.00001.

8.1.1.2. Experimento Il

Posterior ao piloto foram realizados experimentos para avaliar se a ingestao de KT
seria capaz de reverter os efeitos comportamentais provocados pelo LPS. Os animais

foram distribuidos aleatoriamente em grupos de acordo com o tratamento a receber:

Grupo controle (C) - agua destilada via gavagem por 23 dias + 10ml/kg salina via
i.p no D22.

Grupo Kombucha (KT) - Kombucha via gavagem por 23 dias + 10ml/kg de salina
via i.p no D22.

Grupo Kombucha + LPS (LPS+KT) - Kombucha via gavagem por 23 dias + 0,83
mg/kg de LPS via i.p no D22.
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Grupo LPS - agua destilada via gavagem por 23 dias + 0,83 mg/kg de LPS via i.p no
D22.

Esquema experimental:

D1 D22 D23

5 e
\

10[" KT ou H,0 8h gavagem 8h gavagem KT

via gavagem KT ou H,0 ou H20

9h LPS ou Sh OF

Salina IP 10h TST

15h OF 11h LDB

16h TST 13h FST
15h eutanasia

KT - Kombucha

OF - Campo aberto - 5 min de teste

TST - Suspensdo da cauda - 6 min de teste
LDB - Caixa claro escuro - 5 min de teste
FST - Nado forcado - 6 min de teste

Figura 5: Delineamento experimental do Experimento Il.
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8.1.1.2.1. Resultados
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Figura 6:Efeito da KT na diminuicao da atividade exploratéria provocado pelo LPS. Dados
expressos como Média * erro padrao da média. Distancia percorrida apds 6h (painel A) e apés
24h da administragédo do LPS (painel B). Comparagao dos tratamentos ao longo do tempo na
distancia percorrida (painel C). Analise de variancia ANOVA de uma ou duas vias com medida

repetida, seguida do teste post-hoc de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001.
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Figura 7:Efeito da KT no comportamento tipo depressivo provocado pelo LPS. Dados

expressos como Média * erro padrao da média. Tempo de imobilidade apés 7h (painel A) e

apo6s 25h da administracao do LPS (painel B) e comparagao do tempo de imobilidade ao longo

do tempo (painel C) no teste suspensao da cauda. Tempo de imobilidade no teste de nado

forcado (painel D). Analise de varidncia ANOVA de uma ou duas vias com medida repetida,

seguida do teste post-hoc de Bonferroni.

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 8: Efeito da KT no comportamento tipo ansioso provocado pelo LPS. Dados expressos

como Média £ erro padrao da média. Tempo de laténcia para a entrada no compartimento

claro (painel A); tempo de exploragdo no compartimento claro (painel B) e numero de

transigdes entre os dois compartimentos (painel C). Analise de variancia ANOVA de uma via

seguida do teste post-hoc de Bonferroni. *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001.



