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RESUMO

A obesidade induzida por dieta rica em gorduras (HF) esta associada a disturbios de
humor mediados por processos inflamatoérios e alteragcdes na neurotransmissao. A
tetrahidrobiopterina (BH4), cofator essencial na sintese de monoaminas, pode ter um
papel central nessa relagcdo. Neste estudo, avaliamos duas cepas bacterianas
produtoras de BH4 em camundongos machos C57BL/6J submetidos a uma dieta HF.
A cepa B2 (10° UFC/200 uL) reduziu a massa gorda, restaurou a composigao corporal,
normalizou a preferéncia por sacarose e melhorou o aspecto da pelagem, enquanto a
cepa B1 (10 UFC/200 L) apresentou efeitos mais limitados. No plano bioquimico, a
B2 aumentou o pool coldnico de pteridinas e, juntamente com B1, restaurou 0s niveis
estriatais de noradrenalina, sem alterar significativamente os niveis globais de
dopamina e serotonina. Além disso, observou-se reducdo do tempo de imobilidade no
ultimo minuto do teste de nado forcado no grupo tratado com B2 em comparacao ao
grupo HF, sugerindo um efeito positivo sobre o comportamento depressivo. Esses
resultados indicam que bactérias produtoras de BH4 podem modular simultaneamente
0 metabolismo, a neurotransmissdo e 0 comportamento, apontando para novas
abordagens probioticas na depresséo associada a inflamacéao.

Palavras-chave: Depresséao inflamatéria; Psicobidticos; Tetrahidrobiopterina.



ABSTRACT

Obesity induced by a high-fat (HF) diet is associated with mood disorders mediated by
inflammatory processes and alterations in neurotransmission. Tetrahydrobiopterin
(BH4), an essential cofactor in monoamine synthesis, may play a central role in this
relationship. In this study, we evaluated two BH4-producing bacterial strains in male
C57BL/6J mice fed an HF diet. Strain B2 (10° CFU/200 pL) reduced fat mass, restored
body composition, normalized sucrose preference, and improved coat condition, while
strain B1 (108 CFU/200 uL) showed more limited effects. At the biochemical level, B2
increased the colonic pteridine pool and, together with Bl, restored striatal
norepinephrine levels without significantly affecting overall dopamine or serotonin
levels. Moreover, a reduction in immobility time during the last minute of the forced
swim test was observed in the B2-treated group compared to the HF group, suggesting
a beneficial effect on depressive-like behavior. These findings indicate that BH4-
producing bacteria can simultaneously modulate metabolism, neurotransmission, and
behavior, highlighting their potential as a novel probiotic approach for inflammation-
associated depression.

Keywords: Inflammatory depression; Psychobiotics; Tetrahydrobiopterin
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1 INTRODUCAO

A depressdo constitui atualmente um dos transtornos psiquiatricos mais
prevalentes e incapacitantes em escala mundial. Estima-se que a doenca afete cerca
de 280 milhGes de pessoas, representando ndo apenas um problema de saude
publica, mas também um fardo econémico e social expressivo. Apesar dos avangos
nos tratamentos farmacologicos baseados na hipotese monoaminérgica, uma
proporcdo significativa de pacientes permanece refrataria as abordagens
convencionais, 0 que sugere a existéncia de mecanismos fisiopatolégicos mais
complexos. Entre esses mecanismos, a inflamagdo cronica de baixo grau,
frequentemente associada a obesidade e a disturbios metabdlicos, tem emergido
como um fator chave na vulnerabilidade a depressdo. Esse processo inflamatorio
cronico interfere na neurotransmissao, na plasticidade neuronal e no metabolismo de
cofatores enzimaticos essenciais, como a tetrahidrobiopterina (BH4), criando um

contexto propicio as alteracdes do humor.

Nesse cenario, 0 eixo intestino-cérebro e o papel da microbiota intestinal tém
despertado interesse cientifico crescente. Estudos recentes indicam que a disbiose e
0 aumento da permeabilidade intestinal favorecem a translocacdo de mediadores
inflamatorios, os quais, por sua vez, modulam a neurotransmissdo monoaminérgica e
intensificam os sintomas depressivos. Paralelamente, algumas bactérias intestinais
parecem capazes de influenciar diretamente a disponibilidade de BH4, abrindo
caminho para abordagens terapéuticas inovadoras baseadas na modulacdo da
microbiota. A investigacdo de cepas bacterianas produtoras de BH4 em um modelo
murino de depresséao induzida por uma dieta hiperlipidica insere-se, portanto, nessa
perspectiva de pesquisa translacional voltada a identificacdo de novas estratégias

contra formas resistentes de depressao.

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério NutriNeuro (INRAE,
Bordeaux, Franca), uma unidade mista de pesquisa especializada no estudo das
interacdes entre nutricdo, metabolismo e cérebro. Ao integrar as éareas de
neurociéncia, nutricdo e imunologia, o NutriNeuro adota uma abordagem original
voltada a compreensdo dos mecanismos biolégicos que conectam alimentacdo e
saude mental, além de propor novas perspectivas terapéuticas. O projeto apresentado

também se insere no @mbito de um programa de pré-maturagdo conduzido pela
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Universidade de Bordeaux, cujo objetivo é aprofundar a compreenséo dos efeitos do
uso de determinados probioticos de nova geracdo (NGP) no contexto da depresséo
inflamatdria. Essa etapa exploratdria busca abrir caminho para desenvolvimentos em
maior escala, visando consolidar as evidéncias cientificas e, futuramente, favorecer a

aplicacdo dos resultados para aplicacdes clinicas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DEPRESSAQ: CARACTERIZACAO E EPIDEMIOLOGIA

O transtorno depressivo, também denominado episédio depressivo maior
(EDM), é uma condicdo mental comum na populagéo geral (OMS, 2023). De acordo
com o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5, American
Psychiatric Association, 2013), o diagndstico requer a presenca de pelo menos cinco
sintomas, dentre uma lista predefinida, durante um periodo minimo de duas semanas,
representando uma ruptura em relacéo ao funcionamento habitual do individuo. Um
dos sintomas deve obrigatoriamente consistir em humor deprimido ou perda
acentuada de interesse ou prazer. Entre as manifestacfes mais frequentes estao
alteracoes do sono, do apetite ou do peso corporal, fadiga, dificuldade de
concentracdo, agitacdo ou lentiddo psicomotora, sentimentos de culpa ou de

desvalorizacdo e pensamentos recorrentes de morte.

Segundo o Institute for Health Metrics and Evaluation (2021), a depresséao
afeta aproximadamente 3,8% da populacdo mundial, incluindo 5% dos adultos (4%
dos homens e 6% das mulheres) e 5,7% das pessoas com mais de 60 anos. Estima-
se que cerca de 280 milhdes de individuos no mundo sofram de depresséao. Apesar
dessa alta prevaléncia global, o cenario é ainda mais preocupante em alguns paises.
No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2025), cerca de 15% da populacdo
apresenta sintomas compativeis com depresséo, representando a maior prevaléncia
da América Latina. Além disso, dados das Na¢des Unidas Brasil (2025) indicam que
os afastamentos do trabalho por transtornos mentais mais que dobraram entre 2022
e 2024, sendo os episodios depressivos responsaveis por cerca de 26% dos casos de

incapacidade temporaria.

Os impactos da depresséo, portanto, vao muito além do sofrimento individual.

A Organizacdo Mundial da Saude (2022) estima que 12 bilhdes de dias de trabalho
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sejam perdidos todos os anos devido a depresséo e a ansiedade, resultando em uma
perda econémica global de aproximadamente um trilhdo de délares.

Essas consequéncias, tanto no plano individual quanto social, reforgam a
importancia de estratégias eficazes de manejo e tratamento da depressdo. Para
compreender a evolugdo das abordagens terapéuticas desenvolvidas nas Ultimas

décadas, € essencial revisitar os principais modelos bioldgicos que orientaram a

pesquisa e o desenvolvimento de farmacos antidepressivos.
2.2 ATEORIA DAS MONOAMINAS E OS TRATAMENTOS ATUAIS

A ideia de que a depressao poderia estar relacionada a um desequilibrio nos
neurotransmissores surgiu na década de 1960, a partir de observacbes que
mostraram que certos antidepressivos, capazes de aumentar a concentracao
sinaptica de serotonina, noradrenalina e dopamina, promoviam melhora nos sintomas
depressivos (Delgado, 2000; Hirschfeld, 2000). Essa constatacao levou a formulacao
da chamada “hip6tese das monoaminas”, que rapidamente passou a ocupar uma
posicao central na pesquisa e na pratica psiquiatrica. Durante varias décadas, essa
hipétese orientou o desenvolvimento dos principais antidepressivos, desde o0s
inibidores da monoamina oxidase (IMAO) e os antidepressivos triciclicos até os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e de noradrenalina (ISRN)
(Belmaker e Agam, 2008).

No entanto, esse modelo apresentou limitacfes logo em seus primeiros anos.
Observou-se, por exemplo, uma diferenca entre o aumento rapido das concentracées
de monoaminas apds a administracédo de antidepressivos e 0 atraso, muitas vezes de
varias semanas, até a manifestacdo da melhora clinica. Para explicar essa diferenca,
pesquisadores sugeriram que processos adaptativos, como a regulacdo dos
receptores pos-sinapticos e alteracdes na sinalizacao intracelular, estariam envolvidos
(Hirschfeld, 2000). Além disso, uma abordagem estritamente monoaminérgica nao
explica por que alguns pacientes ndo respondem aos antidepressivos tradicionais,
nem por que determinadas moléculas com baixa acdo sobre as monoaminas podem

ainda assim exercer efeito terapéutico (Delgado, 2000; Belmaker e Agam, 2008).

A partir dos anos 2000, novas hipoteses foram propostas para complementar

e refinar esse modelo, destacando mecanismos mais complexos, como aqueles
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relacionados a neuroplasticidade cerebral, ao papel do estresse crénico e do eixo
hipotalamo—hipofise—adrenal, bem como a inflamagéo e as intera¢des entre o cérebro
e o sistema imunoldgico (Malhi e Mann, 2018). Essas perspectivas mais recentes
procuram superar a visao simplificada de um mero “desequilibrio quimico”,
contribuindo para uma compreensdo mais ampla da variabilidade individual nas
respostas terapéuticas, do atraso de acdo dos antidepressivos e dos casos de

depressao resistente ao tratamento.

Embora a teoria monoaminérgica tenha estruturado por muito tempo a
compreensao e o tratamento da depresséo, ela enfrenta limitagbes significativas.
Aproximadamente um terco dos pacientes ndo responde adequadamente aos
antidepressivos convencionais, mesmo apo0s varias tentativas com diferentes
medicamentos, uma condi¢cdo conhecida como depressao resistente ao tratamento
(Rush et al., 2006). Diversos estudos sugerem que essa falta de resposta esta
parcialmente associada a presenca de processos inflamatorios persistentes (Felger,

2019; Vancassel, Capuron e Castanon, 2018; Miller e Raison, 2016).

Essa constatacdo levou a um redirecionamento das pesquisas em busca de
mecanismos biologicos alternativos envolvidos na depressédo, entre 0s quais a
inflamacdo cronica de baixo grau ocupa posicdo de destaque. Essa hipotese
inflamatoria apoia-se em diversas observacdes bioldgicas e clinicas, como a elevada
prevaléncia de transtornos depressivos entre pacientes que apresentam doencas
inflamatorias cronicas (como diabetes, doencas autoimunes, cancer e obesidade) ou
gue recebem tratamentos imunoterdpicos a base de citocinas (para o tratamento da

hepatite e de alguns tipos de cancer, por exemplo).

Neste trabalho, serdo abordadas mais especificamente as relacdes entre a

inflamacédo associada a obesidade e a depressao.
2.3 OBESIDADE E DEPRESSAO: A INFLAMACAO COMO FATOR COMUM

A obesidade e a depressao sao dois importantes problemas de saude publica,
cuja prevaléncia vem aumentando de forma paralela (Organizacdo Mundial da Saude,
2025; Chen et al., 2025). A literatura cientifica destaca uma relacao bidirecional entre
essas condi¢cOes: a obesidade aumenta o risco de depressao e, inversamente, a

depressao favorece o ganho de peso e o desenvolvimento de distirbios metabdlicos
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(Capuron, Lasselin e Castanon, 2017). Essa relacao é particularmente evidente em
certas formas chamadas de depressdo “atipica”, caracterizadas por hipersonia,
hiperfagia e fadiga, sintomas mais frequentes em individuos com maior adiposidade
(Lamers et al., 2012).

Do ponto de vista fisiopatolégico, a inflamacgéo sistémica de baixo grau surge
como um mecanismo central que conecta a obesidade a depressao. O tecido adiposo,
especialmente o tecido adiposo visceral, secreta citocinas pré-inflamatoérias, como
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e proteina C-reativa (CRP),
produzidas tanto pelos adipécitos quanto pelas células imunolégicas infiltradas. Esses
mediadores podem alcangar o cérebro e induzir neuroinflamagé&o, particularmente no
hipotalamo e no hipocampo, regides essenciais para a regulacdo do humor e da
plasticidade neuronal (Dinel et al., 2011; Capuron, Lasselin e Castanon, 2017).

Duas vias metabdlicas ilustram bem como a inflamac&o pode contribuir para
o desenvolvimento da depresséao. A primeira envolve a ativacao da indoleamina-2,3-
dioxigenase (IDO), que desvia o triptofano da producéo de serotonina para a formacgao
de quinurenina. Essa mudanca reduz a disponibilidade de serotonina e estimula a
producdo de metabdlitos como o acido quinolinico, dotado de propriedades

neurotoxicas e pro-inflamatoérias (Suneson et al., 2021).

A segunda via diz respeito a tetrahidrobiopterina (BH4), um cofator essencial
para a sintese das monoaminas. Em contextos inflamatorios, a producédo de BH4 é
desviada para uma funcéo pro-oxidante, por meio do aumento da atividade da 6xido
nitrico sintase (NOS), o que leva a geracédo de espécies reativas de oxigénio, processo

gue ocorre em detrimento da producao de serotonina e dopamina (Fanet et al., 2021).

Além desses mecanismos, evidéncias recentes apontam também para o
papel do eixo cérebro—intestino. A inflamacédo cronica pode estar associada a uma
alteracao da permeabilidade intestinal e a mudancas na composicdo da microbiota, o
gue facilita a passagem de mediadores pro-inflamatérios para a circulagéo sistémica

e contribui para a sintomatologia depressiva (Capuron, Lasselin e Castanon, 2017).

Essas perturbacdes, ilustradas na Figura 1, mostram como a inflamacao pode
simultaneamente comprometer a neurotransmissao monoaminérgica e fragilizar a

integridade neuronal (Capuron, Lasselin e Castanon, 2017).
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Figura 1 — A inflamacéo associada a obesidade provoca alteragdes na biossintese
das monoaminas.
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A obesidade esta associada a disfunc¢des do tecido adiposo e a infiltracdo de células imunes, além de
modificacdes no microbiota intestinal e aumento da permeabilidade intestinal. Esses fendmenos
promovem um estado de inflamacéo crénica de baixo grau. Os mediadores inflamatérios ativam a GTP-
ciclohidrolase-1 (GTP-CH1), levando a uma produg¢do aumentada de neopterina em detrimento da
tetrahidrobiopterina (BH4), cofator essencial para a sintese das monoaminas. A reducédo da BH4 limita
a atividade da tirosina hidroxilase (TH) e da triptofano hidroxilase (TPH), diminuindo a producgéo de
dopamina e serotonina. Ela também compromete a atividade da 6xido nitrico sintase (NOS), resultando
no aumento das espécies reativas de oxigénio e do estresse oxidativo. Paralelamente, a ativacédo da
indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) desvia o triptofano para a via da quinurenina, em detrimento da
serotonina. A quinurenina é entdo metabolizada em acido quinolinico pela micréglia, contribuindo para
efeitos neurotoxicos e para a fisiopatologia depressiva (Fonte: autora, adaptado de Capuron, Lasselin
e Castanon, 2017).

Os dados clinicos reforcam esse modelo: diversos estudos demonstram que
pacientes obesos apresentam niveis elevados de marcadores inflamatorios, os quais
se correlacionam com a gravidade dos sintomas depressivos (Capuron et al., 2008).
Por outro lado, a perda de peso, obtida por meio de dietas ou de cirurgia bariatrica,
estd associada a reducédo da inflamacao sistémica e a melhora do humor (Emery et
al., 2007).

Nesse contexto, 0 modelo murino de depresséao induzida através de uma dieta
rica em gorduras (HFD) mostra-se particularmente relevante. Esse modelo reproduz

um estado inflamatorio sistémico e cerebral, caracterizado pela ativacdo da microglia
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e pela desregulacdo das vias da quinurenina e da BH4, o que resulta em alteracdes
nos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico associadas aos sintomas depressivos
(Cardinal et al.,, 2021). Assim, esse modelo constitui uma ferramenta pré-clinica
robusta para o estudo dos mecanismos especificos da depressdo de origem
inflamatéria.

2.4 TETRAHIDROBIOPTERINA (BH4): METABOLISMO E PAPEL FISIOLOGICO

A tetrahidrobiopterina (BH4) é um cofator essencial para o funcionamento
adequado de vérias enzimas envolvidas na producdo de neurotransmissores, como
dopamina e serotonina, bem como na sintese de éxido nitrico (NO), como mostra a

Figura 2.

Figura 2 — Fung¢des da BH4 como cofator enziméatico
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A BH4 atua como cofator das hidroxilases da fenilalanina (PAH), tirosina (TH) e triptofano (TPH), além
das isoformas da éxido nitrico sintase (eNOS, nNOS e iNOS). A PAH catalisa a conversdo de
fenilalanina em tirosina; a TH converte tirosina em L-DOPA, precursor das catecolaminas; e a TPH
converte triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP), precursor da serotonina (5-HT). Ja a 6xido nitrico
sintase utiliza L-arginina e oxigénio (O,) para formar L-citrulina e 6xido nitrico (NO). Dessa forma, a
disponibilidade de BH4 é fundamental para a sintese adequada de monoaminas e de NO (Fonte:
autora)

Sua biossintese ocorre principalmente pela via de novo, iniciada a partir do
trifosfato de guanosina (GTP) e dependente da acédo sequencial das enzimas GTP-
ciclohidrolase 1 (GCH1), 6-piruvoil-tetrahidrobiopterina sintase (PTPS) e sepiapterina
redutase. Além disso, duas outras vias contribuem para manter sua disponibilidade: a
via de salvamento, que compensa déficits enzimaticos, e a via de reciclagem, mediada
pela dihidropteridina redutase (DHPR) e pela dihidrofolato redutase (DHFR), que
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regeneram a BH4 ativa a partir de sua forma oxidada, a BH2 (Fanet et al., 2021). A
Figura 3 ilustra, de forma simplificada, as vias de biossintese da BH4.

Figura 3 — Vias de biossintese da BH4.
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A BH4 pode ser sintetizada e regenerada por trés vias metabdlicas complementares. A via de novo
comeca a partir do GTP e envolve a GTP-ciclohidrolase 1 (GCH1), a 6-piruvoiltetraidropterina sintase
(PTPS) e a sepiapterina redutase (SR). A via de salvamento converte a sepiapterina em BH4 por meio
da SR, além de reduzir a BH2 em BH4 pela acdo da DHFR. Por fim, a via de reciclagem utiliza a DHPR
para restaurar a BH4 a partir de sua forma oxidada (qBH2). A neopterina e a biopterina sao produtos
de degradacdo eliminados pelo organismo e ndo reutilizados na sintese da BH4 (Fonte: autora,
adaptado de Fanet et al., 2021).

Em condicdes fisiologicas, existe um equilibrio dindmico entre a producéo,
utilizacéo e regeneracdo da BH4. No entanto, esse equilibrio é vulneravel ao estresse
oxidativo e a ativacdo imunoldgica, que podem reduzir sua biodisponibilidade e
comprometer o funcionamento das enzimas que dependem dela (Capuron et al.,
2011).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO E REGULACAO DA BIODISPONIBILIDADE DE BH4

A disponibilidade da BH4 é rigidamente controlada pelo equilibrio entre suas
formas reduzida (BH4) e oxidadas (BH2 e gBH2). Em condic@es fisiol6gicas, esse
equilibrio dindmico garante uma atividade ideal das enzimas dependentes de BH4,
especialmente das hidroxilases envolvidas na sintese de monoaminas e da 6xido

nitrico sintase (NOS).
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Entretanto, a BH4 € uma molécula altamente sensivel ao estresse oxidativo:
na presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio
(RNS), ela é rapidamente oxidada em dihidrobiopterina (BH2), uma forma inativa que
compete com a BH4 pelos mesmos sitios enzimaticos (Fanet, 2018; Channon, 2020).

Essa oxidacdo contribui para o fendmeno conhecido como desacoplamento
da 6xido nitrico sintase (NOS). Em situacdes de deficiéncia relativa de BH4, a NOS
deixa de produzir 6xido nitrico (NO) e passa a gerar anion superéxido, o que intensifica
0 estresse oxidativo e a inflamacao local (Channon, 2020; Férstermann e Sessa,
2012). Esse ciclo vicioso resulta em uma diminuicdo da biodisponibilidade de NO,
molécula essencial para a vasodilatacdo, a perfusdo cerebral e a plasticidade

neuronal, a0 mesmo tempo em que aumenta a carga oxidativa celular.

A perturbacdo desse equilibrio redox também afeta a neurotransmissdo
monoaminérgica. A oxidagcdo da BH4 reduz a atividade das enzimas tirosina-
hidroxilase e triptofano-hidroxilase, limitando a sintese de dopamina e serotonina
(Capuron et al., 2011; Fanet, 2018). Essas alteracdes bioquimicas sdo bastante
relevantes, ja que niveis elevados de estresse oxidativo e inflamacdo séao
frequentemente observados em pacientes deprimidos, sugerindo que a regulacédo da
BH4 desempenha um papel central na fisiopatologia da depresséo (Miller e Raison,
2016).

Assim, 0 estresse oxidativo atua ndo apenas como um fator de deplecao de
BH4, mas também como um amplificador das disfuncbes enzimaticas resultantes,
criando um ambiente propicio a neuroinflamacéo, a reducdo da neurotransmissao e,

consequentemente, ao aparecimento de sintomas depressivos.

2.6 EVIDENCIAS CLINICAS E PRE-CLINICAS SOBRE O USO (OU MODULACAOQ)
DA BH4 NO TRATAMENTO DA DEPRESSAO

Um conjunto ainda limitado, mas crescente, de dados pré-clinicos e clinicos
sugere que a modulacdo da BH4 pode representar uma via terapéutica promissora
em determinadas formas de depressdo. Um estudo recente demonstrou que a
administracdo de BH4 em camundongos expostos a um desafio inflamatdrio induzido
por lipopolissacarideo (LPS) foi capaz de restaurar os niveis de dopamina no corpo

estriado, normalizar a resposta locomotora e reduzir a expressao de citocinas pro-
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inflamatoérias (Fanet et al.,, 2020). Embora o potencial efeito antidepressivo da
administracdo de BH4 em humanos, por exemplo, por meio de suplementacao oral,
tenha sido pouco investigado e ainda apresente resultados inconsistentes (Vancassel,
Capuron e Castanon, 2018), estudos recentes indicam um interesse terapéutico

crescente nessa abordagem.

Um ensaio clinico prospectivo conduzido por Xie et al. (2025) com 160
pacientes diagnosticados com depressdo pos-acidente vascular cerebral (AVC)
demonstrou que a fototerapia, quando associada ao tratamento convencional,
aumentou significativamente os niveis séricos de BH4 em comparacdo ao grupo
controle. Paralelamente, observou-se uma reducdo expressiva nos escores de
depressado avaliados pela escala de Hamilton (HAM-D), que mede a gravidade dos
sintomas depressivos. Além disso, a fototerapia levou a diminuicdo da expresséo de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, TNF-a e IL-1B. Esses resultados sustentam a
hipétese de que o aumento da disponibilidade de BH4 pode contribuir para restaurar
a neurotransmissdo e atenuar 0s sintomas depressivos em contextos de

neuroinflamacao.

Adicionalmente, um estudo de caso publicado por Pan et al. (2011) destacou
o impacto clinico de uma deficiéncia acentuada em BH4 observada em um paciente
com quadro psiquiatrico grave, caracterizado por depressao profunda e episodios
catatonicos. Esse caso ilustra como uma alteracdo no metabolismo da BH4 pode se
manifestar em transtornos afetivos severos, resistentes as terapias convencionais.
Embora se trate de uma observacao isolada, ela ressalta a relevancia de investigar a
via da BH4 como uma perspectiva translacional, capaz de conectar anomalias

metabolicas mensuraveis a quadros clinicos complexos.

De forma geral, essas evidéncias reforcam a ideia de que a modulacéo da via
da BH4 pode representar uma estratégia terapéutica promissora, sobretudo em casos
de depressdo com componente inflamatério. No entanto, embora as vias endégenas
de sintese e reciclagem da BH4 sejam alvos terapéuticos potenciais, sua regulacao
também pode depender de fatores exégenos e sistémicos ainda pouco estudados.
Entre eles, a microbiota intestinal se destaca por sua capacidade de influenciar o
estado inflamatorio, a disponibilidade de precursores metabdlicos e a producéo de

moléculas bioativas. O eixo intestino-cérebro, enquanto sistema de comunicagéo
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bidirecional entre o trato digestivo e o sistema nervoso central, surge, portanto, como
uma nova perspectiva para compreender de que modo o ambiente microbiano pode

participar na regulagéo da BH4 e, consequentemente, na fisiopatologia da depresséo.
2.7 O EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-CEREBRO, A DEPRESSAO E A BH4

Nos ultimos anos, tem sido amplamente reconhecido que o intestino ndo é
apenas um 6rgao digestivo: ele mantém uma comunicagado constante com o cérebro
por meio do eixo microbiota-intestino-cérebro. Essa comunicagéo bidirecional baseia-
se em interacdes complexas, nas quais o cérebro pode influenciar a motilidade e o
transito intestinal, enquanto o microbiota € capaz de modular funcbes cerebrais e
emocionais (O’'Riordan et al., 2025; Liu et al., 2023).

Esse eixo integra diversos sistemas interconectados: a microbiota intestinal,
0 sistema nervoso central e entérico, as vias parassimpaticas e simpaticas, a barreira
imunologica e diferentes mediadores neuropeptidicos. Os principais mecanismos
envolvem as interacfes da microbiota com a barreira epitelial intestinal, o sistema
imunoldgico inato e as vias neurais. Nesse contexto, os inflamassomas desempenham
um papel essencial como sensores imunolégicos, capazes de detectar sinais

microbianos e participar da regulacéo da fisiologia cerebral (Yuan et al., 2023).

O eixo intestino-cérebro constitui um importante modelo tedrico para
compreender como sinais provenientes do trato gastrointestinal podem modular
funcdes cerebrais complexas, que vao desde o humor até a cognicdo. Essa
abordagem também permite integrar fendmenos aparentemente distintos, como o

estresse, a alimentacao e a depressdo, em um mesmo sistema funcional.

A microbiota interage com o cérebro por meio de varios mecanismos
complementares. Um exemplo é a modulacdo do sistema imunolégico. Um
desequilibrio na composicdo microbiana, conhecido como disbiose, pode aumentar a
permeabilidade intestinal e permitir a passagem de moléculas inflamatorias, como o
lipopolissacarideo (LPS), para a circulacdo. Essa ativacéo imune crénica favorece um
estado de inflamacéao sistémica, frequentemente observado em casos de depressao,
especialmente quando associados a obesidade ou a disturbios metabdlicos (Capuron,
Lasselin e Castanon, 2017; Liu et al., 2023).
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Do mais, a microbiota se comunica com o cérebro por meio do nervo vago,
transmitindo sinais quimicos produzidos por determinadas bactérias e influenciando
diretamente regides cerebrais envolvidas nas emog¢fes, como o0 hipocampo e a
amigdala (Faraji et al., 2025). Essas interacfes ajudam a explicar por que alteracdes
na microbiota podem se refletir em mudancas de humor e comportamento,

especialmente em contextos de inflamagéo cronica.

Além dos mecanismos imunoinflamatérios, a microbiota também produz
metabdlitos bioativos, como acidos graxos de cadeia curta e derivados do triptofano,
gue modulam horménios do estresse, 0 metabolismo energético e a sintese de
neurotransmissores essenciais a regulacdo do humor, como serotonina, dopamina e

noradrenalina (Dalile et al., 2019).

Esses processos estédo intimamente ligados a via da BH4. Como mencionado
anteriormente, a BH4 é um cofator indispensavel para as hidroxilases de aminoacidos
aromaticos e para as enzimas NOS, centrais nas vias monoaminérgicas e na
sinalizacdo por oxido nitrico (Fanet et al., 2021). A inflamacédo e o estresse oxidativo
reduzem a disponibilidade efetiva de BH4, contribuindo para as altera¢cdes nos niveis
de dopamina, serotonina e noradrenalina observadas em alguns quadros depressivos
(Fanet et al., 2021). Assim, ao modular o estado inflamatério e o estresse oxidativo, a

microbiota pode influenciar indiretamente a biodisponibilidade da BH4.

Além dessa regulacédo indireta, ha evidéncias experimentais que sugerem
uma contribuicdo direta da microbiota para a biologia das biopterinas. Em
camundongos hph-1 deficientes em GCH1, certos microrganismos intestinais,
especialmente algumas Actinobactérias, expressam PTPS-2 e sdo capazes de
produzir BH4, oferecendo uma fonte exdégena detectavel da molécula (Belik et al.,
2017). Embora a extrapolacdo para humanos deva ser feita com cautela, esses
achados apontam para a possibilidade de que uma microbiota produtora de BH4

possa modular de forma mais direta as vias monoaminérgicas do hospedeiro.

Assim, o eixo intestino-cérebro oferece um modelo integrativo que conecta
disbiose, inflamacdo metabdlica e neurotransmissdo monoaminérgica. A BH4 surge
como um ponto central de convergéncia desses mecanismos, reforcando o interesse
em explorar estratégias terapéuticas voltadas & modulacéo da microbiota, incluindo o

uso de bactérias produtoras de BH4, com o objetivo de restaurar a disponibilidade
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deste cofator, reduzir a inflamagéo e atenuar sintomas depressivos associados a
estados inflamatorios crénicos. Essa perspectiva abre caminho para uma abordagem
terapéutica inovadora baseada na utilizacdo de bactérias produtoras de BH4 no
tratamento da depresséo relacionada a inflamacéo crénica.

3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é avaliar, em um modelo murino de depressao
induzida por dieta rica em gorduras, o potencial terapéutico de cepas bacterianas
produtoras de BH4 sobre as alterac6es comportamentais e bioldgicas associadas ao
estado depressivo. De forma mais especifica, busca-se analisar o efeito da
administracdo dessas cepas no comportamento ansioso e depressivo, além de
investigar suas repercussdes na biodisponibilidade central e periférica de BH4, no
equilibrio das vias monoaminérgicas que envolvem serotonina, dopamina e
noradrenalina, bem como na expresséao de citocinas pro-inflamatorias que refletem o

estado inflamatorio sistémico.
4 HIPOTESES

Com base nas evidéncias da literatura, que indicam uma relacdo entre
disbiose intestinal, inflamacéo sistémica e alteracBes nas vias monoaminérgicas

envolvidas na regulacdo do humor, este estudo parte das seguintes hipoteses:

e A administracdo de cepas bacterianas produtoras de BH4 é capaz de atenuar
comportamentos depressivos em um modelo murino de depresséo induzida por
dieta rica em gorduras.

e O tratamento com essas cepas melhora a biodisponibilidade central e periférica
de BH4, favorecendo o equilibrio das vias monoaminérgicas da serotonina,
dopamina e noradrenalina.

e A modulacdo da microbiota por meio de bactérias produtoras de BH4 reduz a
expressdo de citocinas pro-inflamatérias e o estado inflamatério sistémico

associado ao quadro depressivo.

Essas hipéteses buscam orientar a investigacdo dos mecanismos biolégicos pelos
guais a microbiota intestinal, por meio da producéo de BH4, pode atuar na interface

entre metabolismo, inflamac&o e comportamento depressivo.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado com 64 camundongos machos da linhagem C57BL/6J,
com 16 semanas de idade, adquiridos da empresa Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
Franca). Desde o desmame, dezesseis animais foram alimentados com uma dieta
padrao, constituindo o grupo controle. Os 48 camundongos restantes receberam uma
dieta hiperlipidica, com o objetivo de induzir o desenvolvimento de um fendtipo de
obesidade.

Ap6s a chegada ao biotério, os animais foram alojados em grupos de oito, em
gaiolas padrao de polipropileno, mantidas em ambiente com temperatura e umidade
controladas e com um ciclo de luz de 12 horas (das 7h as 19h). Antes do inicio da fase
experimental, foi respeitado um periodo minimo de dez dias de aclimatacédo para

adaptacdo ao novo ambiente.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité Nacional de Etica para o Cuidado e Uso
de Animais (autorizacdo n°® 50825), e todos os procedimentos seguiram as diretrizes
estabelecidas pela Diretiva Europeia 2010/63/UE, que regulamenta a protecédo de

animais utilizados para fins cientificos.

No inicio do experimento, os 16 camundongos controle e 0s 48 obesos foram

distribuidos de forma equilibrada em quatro grupos, com 16 animais em cada um:

> Grupo Controle (C): recebeu uma dieta padrdao (A04, SAFE, Franca), na qual

8,4% das calorias eram provenientes de lipidios.

> Grupo HF: recebeu uma dieta hiperlipidica (HF) contendo 60% das calorias

provenientes de lipidios (D12492i, Research Diets Inc., EUA).

> Grupo HF-B1: recebeu a mesma dieta HF, associada a um tratamento diario
por gavagem oral com 200 uL de uma suspenséao bacteriana B1, contendo 108

unidades formadoras de colénia (UFC) por 200 pL.

> Grupo HF-B2: recebeu a dieta HF, associada a um tratamento diario por
gavagem oral com 200 yL de uma suspensao bacteriana B2, contendo 10°

unidades formadoras de colénia (UFC) por 200 pL.
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Essa divisdo permitiu comparar os efeitos da dieta hiperlipidica isoladamente e
em associagdo ao tratamento com diferentes cepas bacterianas produtoras de BH4.

A composicao das dietas estd apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das dietas.

Nutriente Dieta padrdo SAFE® A04 Dieta HF Research Diets Inc.®
(% de energia) D12492 (% de energia)

Lipidios 8,4 60

Carboidratos 72,3 20

Proteinas 19,3 20

Os valores indicam a porcentagem de energia proveniente de lipidios, carboidratos e proteinas nas
dietas padrdo (SAFE® A04) e hiperlipidica (Research Diets Inc.® D12492).

Os animais dos grupos HF, HF-B1 e HF-B2 que n&o atingiram peso médio de
39,9 g, considerando a média do dia de chegada, da fase de habituacdo e do primeiro
dia de protocolo, foram excluidos das analises. Esses animais foram considerados
nao respondedores ao modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica, o que
sugere uma resisténcia ao ganho de peso, mesmo apds exposicdo prolongada a

alimentacéao rica em gorduras.

A literatura ja descreve esse fendbmeno, em que alguns animais submetidos a
dietas hiperlipidicas ndo desenvolvem obesidade, mesmo sob as mesmas condi¢bes
experimentais (Milhem et al., 2024). O valor de 39 g foi escolhido porque representava
0 peso maximo observado no grupo controle alimentado com dieta padrdo. Os dados

referentes ao peso nesses trés momentos estao apresentados no Apéndice I.

5.2 TRATAMENTOS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

As duas cepas bacterianas utilizadas neste estudo sdo actinobactérias Gram-
positivas e estritamente anaerdbias, produtoras de BH4. Ambas pertencem ao mesmo
género, mas a espécies diferentes. A cepa B1 é uma cepa padrao, previamente
identificada e caracterizada em laboratério. A cepa B2, por sua vez, foi isolada da

microbiota humana pela empresa NovoBiome (Latresne, Franca).

Por motivos de confidencialidade e respeito a propriedade intelectual do

laboratério, o género e a espécie exatos dessas bactérias ndo sao divulgados neste
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trabalho. Cada cepa foi administrada diariamente por gavagem oral na dose de 108
UFC/200 pL por animal para B1 e de 10° UFC/200 pL por animal para B2, durante 21
dias consecutivos, apds ressuspensao em PBS 1X. Os grupos Controle e HF
receberam o mesmo volume de PBS 1X, para controlar o efeito do procedimento de

gavagem.

Durante o protocolo experimental, foram realizados diferentes testes
comportamentais para avaliar comportamentos relacionados a ansiedade e a
depressao, conforme ilustrado na Figura 4. Foram aplicados o teste de avaliacado do
estado da pelagem (Coat State), o Splash Test, o teste de preferéncia por sacarose
(Sucrose Preference Test) e o teste de nado forcado (Forced Swim Test). Cada um

desses procedimentos € descrito detalhadamente nas secbOes seguintes da

metodologia.

Além dos testes comportamentais, também foi feita uma anélise da
composicao corporal por meio de ressonancia magnética nuclear de tempo de
relaxamento (TD-NMR) (Bruker Minispec LF90, Bruker Corporation, Billerica, MA,
EUA). Essa analise foi realizada uma vez durante a fase de aclimatacao e novamente

no ultimo dia do protocolo, antes da eutanasia dos animais.

Figura 4 — Protocolo experimental.
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Esquema ilustrando a cronologia dos procedimentos aplicados a camundongos machos (16 semanas)
submetidos a uma dieta padrao ou a uma dieta rica em gorduras (HFD), suplementadas ou ndo com
bactérias. Os animais foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais: teste TD-NMR,
avaliacdo do estado da pelagem (Coat State), labirinto em cruz elevada (EPM), splash test, teste de
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preferéncia por sacarose (SPT) e teste de nado forcado (FST). Os animais foram eutanasiados no dia
2 (Figura criada com Biorender®; fonte: autora)

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados por meio de uma
injecdo subcutanea de buprenorfina (0,1 mg/kg) e, em seguida, eutanasiados por
injecéo intraperitoneal de Euthasol (400 mg/kg). O sangue foi imediatamente coletado
por puncao cardiaca e mantido em gelo, sendo depois centrifugado (10 min x 3.000
rom x 4 °C) para separar o plasma. A esse plasma foi adicionada uma solugéo
antioxidante (acido ascorbico 20% em HCI 0,1 N; 4 °C) (Khan et al., 2013) a fim de
prevenir a oxidacdo da molécula de interesse, a BH4. As amostras de plasma assim
preparadas foram posteriormente armazenadas a —80 °C.

Apoés a coleta de sangue, os animais foram perfundidos com PBS 1X a um
fluxo constante de 3,5 ml/min. Imediatamente ap0s a decapitacdo, as estruturas
cerebrais de interesse, incluindo o estriado, o cortex pré-frontal, o hipocampo, o
hipotalamo e o restante do cortex, foram cuidadosamente dissecadas sobre gelo para
preservar sua integridade. Cada estrutura foi colocada em microtubos previamente
identificados, mantidos em gelo seco e, em seguida, armazenados a —80 °C para

analises posteriores.

Por fim, os tecidos periféricos (como figado, célon e ileo), assim como o
conteudo cecal, também foram coletados sob as mesmas condi¢cfes de manipulacgéo,
armazenados em gelo seco imediatamente apos a coleta e congelados a —80 °C até

0 momento de sua utilizacao.
5.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

A fim de avaliar o impacto dos diferentes tratamentos sobre o comportamento
dos animais, foi implementada uma série de testes comportamentais padronizados:
Splash Test, Coat State Test (Teste do Estado da Pelagem), Forced Swim Test (FST
— Teste do Nado Forgcado) e o Sucrose Preference Test (SPT — Teste de Preferéncia
por Sacarose). Cada um desses protocolos visa explorar diferentes aspectos do
comportamento emocional e motivacional, que sera descrito em detalhe nas secfes

seguintes.
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5.3.1 Teste do Estado da Pelagem (Coat State Test)

Esse teste permite avaliar a diminuicdo dos comportamentos de auto-higiene,
considerada um indicador de tipo depressivo em camundongos. Para isso, o estado
da pelagem foi inspecionado dividindo-se o corpo do animal em sete regides: cabeca,
pescoco, dorso, abdbmen, patas anteriores, patas posteriores e regido genital,
conforme descrito por Yalcin, Belzung e Surget (2008). Cada regido foi avaliada
segundo uma escala binéria: 0 para pelagem limpa e 2 para pelagem suja, resultando
em uma pontuacado total que varia de 0 a 14 por animal. Uma pontuacéo elevada
reflete uma deterioracdo dos comportamentos de limpeza.

5.3.2 Splash Test

O Splash Test é um teste comportamental utilizado para avaliar os
comportamentos de auto-higiene e a motivacao para o cuidado pessoal em roedores.
Trata-se de um indicador usado para detectar sintomas de tipo depressivo,
especialmente aqueles relacionados a perda de interesse em auto-higiene. O
protocolo foi realizado conforme descrito por Yalcin, Aksu e Belzung (2005), com
algumas modificacbes menores.

O teste foi conduzido em gaiolas individuais, com dois animais sendo testados
simultaneamente, mas posicionados de forma a ndo se verem, a fim de evitar qualquer
estimulo visual que pudesse influenciar o comportamento. Cada sesséo teve duracao
de 5 minutos. Uma solucéo de sacarose a 10% foi pulverizada sobre a regido dorsal
de cada camundongo utilizando um borrifador manual. Essa solucéo torna a pelagem
pegajosa, induzindo um comportamento natural de limpeza (grooming). A quantidade
aplicada foi suficiente para umedecer a pelagem sem causar desconforto significativo.
A Figura 5 ilustra a disposicédo dos animais durante o teste.

Figura 5 — Esquema do Splash Test.
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A pelagem do camundongo € pulverizada com uma solugéo agucarada para estimular o comportamento
de limpeza. O tempo gasto no ato de se limpar € medido como um indicador de motivacéo e estado
emocional (Feito com Biorender®, fonte: autora).

A andlise comportamental foi realizada a partir dos registros em video,
utilizando o software Noldus EthoVision XT (Noldus Information Technology,
Wageningen, Paises Baixos). Esse programa permite quantificar de maneira
automatizada e precisa diversos parametros comportamentais, como duracéo,
frequéncia e intensidade dos comportamentos observados, reduzindo a subjetividade
inerente a avaliagdo manual. No caso do Splash Test, os comportamentos medidos

incluiram a laténcia e a duracédo do comportamento de limpeza (grooming).
5.3.3 Teste de Preferéncia pela Sacarose (SPT)

O teste de preferéncia pela sacarose foi realizado com o objetivo de avaliar a
anedonia, definida como a diminuicdo da sensibilidade a estimulos normalmente
prazerosos, um sintoma central dos transtornos depressivos. Esse protocolo, validado
e amplamente utilizado em modelos animais de depressédo (Willner et al., 1987),
permite estimar a perda de interesse por uma solucao acucarada, que € normalmente

apreciada pelos roedores.

Inicialmente, os camundongos séo alojados individualmente e expostos,
durante 24 horas, a dois bebedouros contendo apenas agua, para que se habituem a
presenca simultanea de duas fontes de liquido. Apds essa fase de habituacédo, um
dos bebedouros é preenchido com uma solucéo de sacarose a 2%, enquanto 0 outro
permanece com agua pura. Os bebedouros sdo pesados imediatamente antes do
inicio do teste e ao final de cada dia, a fim de medir com precisdo o0s volumes

consumidos.
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O teste é conduzido ao longo de dois dias consecutivos. Ao final do primeiro
dia, as posicbes dos bebedouros em cada gaiola sdo invertidas (o bebedouro
contendo a solucdo acucarada é colocado do outro lado) para controlar possiveis
efeitos de lateralizagao nas escolhas dos animais (cf. Figura 6).

Figura 6 — Esquema do Teste de Preferéncia por Sacarose.

A B Cc

(A) Dia 0: Habituacéo a gaiola individual com 2 bebedouros.
(B) Dia 1 Primeiro dia de teste.
(C) Dia 2: Segundo dia de teste, com as posicdes dos bebedouros invertidas (Feito com Biorender®;
fonte: autora).

A preferéncia pela sacarose € calculada da seguinte forma:

Preferéncia (%) = (Volume de sacarose / (Volume total: sacarose + agua)) x 100.

s

Uma diminuicdo significativa dessa preferéncia é interpretada como um

marcador de anedonia.
5.3.4 Teste de Nado Forcado (FST)

O Forced Swim Test (FST) é amplamente utlizado para avaliar o
comportamento de resignacdo em roedores, considerado um indicador de sintomas
de tipo depressivo. O protocolo foi realizado conforme descrito por Porsolt et al.
(1977), com algumas modificacBes. O teste foi conduzido com quatro animais
simultaneamente, de forma randomizada, utilizando quatro cilindros de vidro
independentes, com dimensdes padronizadas, preenchidos com agua a 25 °C. Os
recipientes foram dispostos de maneira a impedir qualquer interacao visual entre 0s

animais, a fim de minimizar influéncias comportamentais cruzadas (ver Figura 7).

Figura 7 — Esquema do Teste do Nado Forgado.
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(Feito com Biorender®; fonte: autora)

Cada camundongo foi submetido a uma Unica sessao de 6 minutos de nado
forcado, registrada em video para posterior analise comportamental. O principal
parametro avaliado foi o tempo de imobilidade, definido como a auséncia de
movimentos ativos de nado ou de tentativas de fuga. Esse comportamento passivo é

interpretado como um marcador de resignacao diante do estresse.

Assim como no Splash Test, os videos do FST foram analisados utilizando o
software Noldus EthoVision XT (Noldus Information Technology, Wageningen, Paises

Baixos).
5.4 EVOLUCAO PONDERAL E COMPOSICAO CORPORAL

O peso corporal dos animais foi medido diariamente ao longo de toda a
experimentacdo, desde o periodo de habituacdo até o dia da eutanasia. As pesagens
foram realizadas em horario fixo, utilizando uma balanca eletrénica de precisédo. Esse
acompanhamento regular permitiu monitorar a evolucao individual do peso corporal,

em relacado as dietas, aos tratamentos administrados e ao estado geral dos animais.

A avaliacdo da composicao corporal foi realizada em dois momentos-chave:
durante a semana de habituacdo e no dia da eutanasia. A técnica utilizada baseia-se
na ressonancia magnética nuclear em dominio de tempo (Time-Domain Nuclear
Magnetic Resonance, TD-NMR), com o aparelho Bruker Minispec LF90 (Bruker
Corporation, Billerica, MA, EUA).
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Cada camundongo foi colocado individualmente em um tubo apropriado, sem
anestesia, para uma medicdo rapida e ndo invasiva. O equipamento permite
guantificar de forma precisa a propor¢ao de massa gorda e massa magra de cada

animal.
5.5 ANALISE DAS MONOAMINAS NOS TECIDOS CEREBRAIS

A andlise dos neurotransmissores monoaminérgicos foi realizada em trés
estruturas cerebrais de interesse, envolvidas na regulagdo do humor: o estriado, o

cortex pré-frontal e o hipocampo.
5.5.1. Extragdo das monoaminas

A extracdo das monoaminas cerebrais (dopamina, noradrenalina e
serotonina) foi realizada a partir de tecidos congelados (estriado, cortex pré-frontal e
hipocampo), segundo o método descrito por Fanet (2018). Cada estrutura foi pesada
individualmente sobre gelo seco e, em seguida, homogeneizada com o TissueLyser Il
(Qiagen, Hilden, Alemanha) em uma solucdo de extracdo previamente resfriada
(0,005 M de acido 1-octanossulfonico, 0,1 mM de EDTA dissédico, 1 mM de dissulfito
de sédio e 0,1 N de acido perclorico). Apos a homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas a 15 000 x g por 20 minutos a 4 °C, e o sobrenadante obtido foi filtrado
em microtubos com membranas filtrantes (Spin-X®, Corning, EUA) antes da analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccao eletroquimica (HPLC-

ECD). Os lisados foram armazenados a —80 °C até o uso.
5.5.2. Quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As concentracbes de monoaminas cerebrais foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccdo eletroquimica (HPLC-
ECD; +0.7V Decade lIl), conforme descrito por Monchaux De Oliveira et al. (2021). As
amostras foram injetadas em um sistema HPLC equipado com uma coluna C18 (250

x 4,6 mm, 5 um, mantida a 25 °C).

A fase mével era composta por 15% de metanol, 0,1 mM de EDTA, 0,1 M de
acetato de sodio, 0,1 M de &cido citrico, 1 mM de dietilamina e 1 mM de &cido

octanossulfonico, com fluxo constante de 0,7 mL/min.
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A identificacéo e quantificacdo dos picos cromatograficos foram realizadas por
comparagao com padrbes externos. As concentragdes obtidas foram normalizadas

em fung¢ado do peso do tecido analisado.
5.5 ANALISE DA CONCENTRACAO DE BH4 NO COLON E NO PLASMA
5.6.1 Extracao da tetrahidrobiopterina (BH4) e da dihidrobiopterina (BH2)

A extracdo de tetrahidrobiopterina (BH4) e dihidrobiopterina (BH2) foi
realizada a partir de amostras de plasma e de tecidos de célon, seguindo um protocolo
interno desenvolvido no laboratério. As amostras foram homogeneizadas a frio em
uma solucao de extracdo contendo acido férmico, vitamina C, DTT e EDTA, com o
objetivo de precipitar proteinas e proteger a BH4 da oxidacao.

A homogeneizagéo foi realizada com um sistema mecanico de trituragdo por
esferas (TissueLyser Il, Qiagen, Alemanha), utilizando ciclos sucessivos de agitacéo
em alta frequéncia, intercalados com periodos de incubacdo em gelo. Para as
amostras de plasma, a etapa de trituracdo foi substituida por sonicacdo em banho

ultrassonico (Bioruptor® Pico, Hologic Diagenode, Liege, Bélgica).

Apbés a homogeneizacdo, foi adicionado acido tricloroacético (TCA) aos
extratos, em volume proporcional a massa do tecido, para garantir uma
desproteinizacdo completa. As amostras foram entéo centrifugadas a 21 000 x g por
5 minutos a 4 °C, e o sobrenadante obtido foi transferido para tubos pré-resfriados,
seguido de uma segunda centrifugacéo prolongada (30 a 60 minutos a 21 000 x g, 4
°C). Os sobrenadantes foram filtrados em microtubos com filtros Nanosep 10K Omega
(#OD010C35, Pall Corporation, Port Washington, EUA) e imediatamente congelados

a —80 °C até a analise.
5.6.2 Quantificacdo de BH4 e BH2

A quantificacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS). As andlises foram conduzidas em
um laboratorio parceiro, o Institut de Biochimie et Génétique Cellulaires (UMR 5095,
CNRS), equipado com um sistema HPLC-MS de alta sensibilidade, que permite a
deteccdo especifica e precisa de BH4 e BH2 em matrizes bioldgicas. Os resultados

foram expressos em fungao do peso do tecido analisado.
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5.7 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad
Prism (versdo 8) e R. A normalidade das distribuicdes foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Levene.
Para as analises de variancia, quando os dados nao apresentavam distribuicdo
normal, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn.

Quando as condic¢des de aplicacado eram atendidas, realizou-se uma ANOVA
(de um ou dois fatores), seguida do teste post hoc de Tukey. As comparacgdes entre
dois grupos foram feitas utilizando o teste t de Student ou, em caso de n&o
normalidade, o teste n&o paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados sé&o

apresentados como média * erro padrédo da média (SEM).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RESULTADOS

6.1.1 Acompanhamento do peso e da composic¢ao corporal

O acompanhamento do peso, realizado ao longo de toda a experimentacao,
permite avaliar o impacto da dieta e dos tratamentos sobre o ganho de peso durante

o protocolo (Figura 8).

Figura 8 — Evolucéo do peso ao longo do protocolo experimental.
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(A) Peso inicial (D1): os grupos HF, HF-B1 e HF-B2 apresentam peso significativamente superior ao
grupo controle (p < 0,0001). (B) Peso final (D21): o grupo HF mantém um peso mais elevado, enquanto
os grupos HF-B1 e HF-B2 exibem uma reducéo significativa em relacéo ao grupo HF (p < 0,05). (C)
Variagdo de peso (A peso D21 — D1): perda de peso acentuada nos grupos suplementados (HF-B1,
HF-B2) em comparagdo ao grupo HF (p < 0,05). (D) Evolucdo diéria do peso (D1-D21): diminui¢cao
progressiva e significativa do peso no grupo HF-B2 em relacéo ao grupo HF (p = 0,0164). Os resultados
s8o expressos como média £ SEM. (a,b,c): diferenca significativa entre os grupos; ANOVA de um ou
dois fatores, seguida pelo teste de Tukey e/ou testes t de Student para comparac¢des par a par (Fonte:
autora)

No dia 1 (Figura 8.A), os grupos submetidos a dieta rica em gorduras (HF, HF-
Bl e HF-B2) apresentaram um peso inicial significativamente superior ao do grupo
controle (C) (p < 0,0001). No dia 21 (Figura 8.B), o grupo HF sozinho manteve um
peso significativamente maior que o grupo C, enquanto os grupos tratados (HF-B1 e
HF-B2) exibiram uma reducdo significativa em relacdo ao grupo HF (p = 0,036 e p =
0,008, respectivamente). Essa tendéncia foi confirmada pela analise da variacdo de
peso (A peso D21 — D1, Figura 8.C).

Os grupos HF-B1 e HF-B2 apresentaram uma perda de peso acentuada e
significativa, com uma diminuicdo média de -9,2% (p = 0,049) e -11,3% (p < 0,0001)

do peso corporal inicial, respectivamente, em comparagdo com o grupo HF. No
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entanto, o peso dos grupos HF-B1 e HF-B2 permaneceu ainda significativamente

superior ao do grupo C.

A evolucao diaria do peso (Figura 8.D) evidencia que os animais do grupo HF-
B2 apresentaram uma reducao progressiva e continua da massa corporal em relacédo
ao grupo HF, diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0164). No conjunto, esses
dados indicam que as suplementacOes bacterianas testadas — especialmente no
grupo HF-B2 — induzem perda de peso em animais submetidos a uma dieta rica em

gorduras.

A composicao corporal foi avaliada por TD-NMR a fim de determinar a
evolucdo da massa gorda e da massa magra ao longo do tratamento. As medicdes
foram realizadas antes do inicio do protocolo (DO) e no momento da eutanasia (D21),
permitindo assim observar o impacto dos tratamentos (suplementacdes bacterianas)
sobre a dinamica dos compartimentos corporais. Os resultados dessas medi¢cdes sao

apresentados na Figura 9.
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Figura 9 — Efeitos dos tratamentos sobre a composi¢&o corporal dos camundongos.
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(A, D) Em DO, os camundongos do grupo HF apresentaram uma massa gorda significativamente maior
€ uma massa magra menor do que os controles (p < 0,0001), sem diferenca entre HF, HF-B1 e HF-B2.
(B, E) Em D21, a massa gorda permaneceu elevada no grupo HF, enquanto foi significativamente
reduzida nos grupos HF-B1 (p = 0,0383) e HF-B2 (p = 0,0005). Paralelamente, a massa magra
aumentou nos grupos tratados, com um efeito mais pronunciado para HF-B2 (p = 0,0009) do que para
HF-B1 (p = 0,049). Os valores do grupo HF-B2 nao diferiram significativamente dos do grupo controle.
(C, F) A andlise das variagBes (D21-D0) confirmou esses resultados: reducéo significativa da massa
gorda e aumento da massa magra nos grupos HF-B1 e HF-B2 em comparacdo ao grupo HF.
Resultados expressos como média + erro padrdo da média (SEM). (a,b,c): diferenca significativa entre
grupos; ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey e/ou testes t de Student para comparacdes
entre dois grupos, ou testes ndo paramétricos equivalentes (Fonte: autora)

Em DO (Figura 9.A), os camundongos do grupo HF ja apresentavam uma
massa gorda significativamente maior do que os do grupo C (42,2% contra 14,5%, p
< 0,0001). Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos HF, HF-B1 e HF-B2,
confirmando assim uma distribuicdo homogénea dos animais antes do inicio dos
tratamentos. Em D21 (Figura 9.B), as diferencas entre os grupos tornam-se muito mais
evidentes. O grupo HF manteve uma alta porcentagem de massa gorda (42%) em
comparacao ao grupo C (18,3%, p = 0,0003). No entanto, os tratamentos modificaram
significativamente a composicdo corporal. De fato, os camundongos do grupo HF-B1
apresentaram uma redugéao da massa gorda em relagéo aos do grupo HF (p =0,0383).
O efeito foi ainda mais pronunciado no grupo HF-B2, cuja massa gorda diminuiu

fortemente em comparagcdo com o grupo HF (p = 0,0005), atingindo valores

semelhantes aos do grupo C.
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Com relacdo & massa magra em DO (Figura 9.D), observou-se a tendéncia
inversa: os camundongos do grupo C apresentaram uma massa magra superior a dos
grupos HF, HF-B1 e HF-B2 (67,2% contra 40,4%, p < 0,0001). Novamente, nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os grupos HF, HF-B1 e HF-B2 antes do
inicio dos tratamentos. Em D21 (Figura 9.E), as diferencas tornaram-se nitidas entre
0 grupo HF e os grupos tratados (HF-B1 e HF-B2). Observou-se um aumento
significativo da massa magra nos camundongos que receberam 0s tratamentos,
sendo o efeito mais pronunciado no grupo HF-B2 (p = 0,0009) do que no grupo HF-
Bl (p = 0,049). Notavelmente, os valores observados para o grupo HF-B2 néo
diferiram significativamente dos do grupo C, sugerindo que o tratamento B2 permitiu

restaurar um nivel de massa magra comparavel ao normal.

A analise das variagbes entre D21 e DO confirma esses resultados. Para a
massa gorda (Figura 9.C), os grupos HF-B1 e HF-B2 apresentaram uma reducao
significativa em relacdo ao grupo HF (p = 0,0429 e p = 0,0003, respectivamente),
enquanto nenhuma diferenca foi observada entre HF e C. Quanto a massa magra
(Figura 9.F), os camundongos HF-B1 e HF-B2 mostraram um aumento significativo

em relacdo aos do grupo HF (p = 0,034 e p = 0,0007, respectivamente).

Em resumo, o tratamento B2 induziu os efeitos mais expressivos,
restabelecendo uma composic¢ao corporal préxima a do grupo C. O tratamento B1,
embora menos potente, também reduziu significativamente a massa gorda e

aumentou a massa magra em comparagao ao grupo HF.
6.1.2. Avaliacdo do estado da pelagem (Coat State Test — CS)

Os resultados referentes a avaliacao do estado da pelagem (Coat State Test)
sdo apresentados na Figura 10. Em D7, o escore médio foi de 0 para o grupo C, contra
7,7 para o grupo HF (p <0,0001). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre
os grupos HF, HF-B1 e HF-B2 em D7 (Figura 10.A).

Em D21, o escore do grupo C permaneceu em 0, enquanto o do grupo HF foi
de 7,4 (Figura 13.B). Em contrapartida, em D21, os grupos HF-B1 e HF-B2
apresentaram uma reducao significativa no escore médio em comparag¢ao ao grupo

HF (3,7 e 4,4 versus 7,4, respectivamente, com p < 0,0001 e p = 0,0006). No entanto,
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esses escores ainda permaneceram significativamente mais altos do que os do grupo
C.

Figura 10 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre o estado da pelagem (Coat-State
Test) nos dias 7 (A) e 21 (B).
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O grupo HF apresenta um escore significativamente mais alto que o controle em D7 e D21. Em D21,
0s grupos HF-B1 e HF-B2 mostram uma reducéo significativa do escore em compara¢éo ao grupo HF
(p < 0,0001 e p = 0,0006, respectivamente). Resultados expressos como média + EPM. (a,b,c):
significativamente diferentes entre os grupos; ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey e/ou
testes t de Student para comparacdes entre dois grupos, ou testes ndo paramétricos equivalentes
(Fonte: autora).

Esses resultados sugerem que a obesidade induzida pela dieta rica em
gordura (HF) esta associada a uma deterioracdo do estado da pelagem, e que esse

efeito € atenuado pelos tratamentos com Bl e B2.

6.1.3 Splash Test

Os resultados do teste ndo revelaram diferencas significativas entre os grupos
guanto a laténcia antes do inicio do comportamento de higiene (Figura 14.A).
Entretanto, diferencas notaveis foram observadas para a duracéo total do toilettage
(Figura 14.B). O grupo HF apresentou um tempo de higiene significativamente maior
gque o grupo C (p < 0,05). Os grupos HF-B1 e HF-B2 apresentaram valores
intermediéarios, que nao diferiram estatisticamente nem do grupo HF nem do grupo C
(notacgdes “ab”). Observou-se uma tendéncia de reducao do toilettage no grupo HF-

B1 em comparacao ao grupo HF (p = 0,065).

Esses resultados sugerem que a obesidade induzida pelo regime HF esta
associada a um aumento do comportamento de higiene, possivelmente refletindo uma
alteracdo do estado emocional. Os tratamentos testados parecem atenuar

parcialmente essa resposta, embora sem atingir uma normalizacdo completa em
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relacdo aos animais controle, devido a grande variabilidade interindividual dessa

variavel.

Figura 11 — Efeitos dos diferentes tratamentos no Splash Test.
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As variaveis medidas foram a laténcia antes do primeiro comportamento de higiene (A) e a duragéo
total do toilettage (B) no teste de splash. Resultados expressos como média + EPM. (a,b):
significativamente diferentes entre os grupos; ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey e/ou
testes t de Student para comparacdes par a par, ou testes ndo paramétricos equivalentes (Fonte:
autora)

6.1.4 Teste de Preferéncia pela Sucrose

No teste de preferéncia pelo sucrose, diferencas significativas foram
observadas entre os grupos (Figura 15). O grupo C apresentou forte preferéncia pela
solucdo acucarada (~85%), significativamente reduzida nos animais obesos HF
(~73%, p = 0,01). Essa reducéo foi ainda mais pronunciada no grupo HF-B1, que
apresentou o valor mais baixo (~45%, p < 0,05 vs C e HF). Por outro lado, o grupo
HF-B2 recuperou uma preferéncia pelo sucrose comparavel a do grupo C,

significativamente maior que a dos grupos HF e HF-B1 (p < 0,001).

Esses resultados mostram que a obesidade induzida pelo regime HF esta
associada a diminuicdo da preferéncia pelo sucrose, refletindo anedonia. No entanto,
o efeito varia conforme o tratamento: enquanto o grupo HF-B1l apresentou
agravamento desse fendtipo, o grupo HF-B2 demonstrou restauracdo completa da

preferéncia pelo sucrose, sugerindo efeito positivo sobre a anedonia.
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Figura 12 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a preferéncia pela sucrose.
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A preferéncia foi calculada segundo a férmula: Preferéncia (%) = (Volume da solucdo de sucrose /
Volume total [sucrose + &gua]) x 100. Resultados expressos como média + EPM. (a,b,c):
significativamente diferentes entre os grupos; ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey e/ou
testes t de Student para comparacdes par a par, ou testes ndo paramétricos equivalentes (Fonte:
autora).

6.1.5 Teste de Natacdo Forcada (Forced Swim Test - FST)

No teste de natacéo forcada (FST), foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos para os dois parametros analisados (Figura 16). A laténcia antes da
primeira imobilidade (Figura 16.A) foi significativamente reduzida nos grupos HF, HF-
Bl e HF-B2 em comparacado ao grupo C (p < 0,05). Inversamente, o tempo total de
imobilidade (Figura 16.B) foi significativamente maior nos grupos HF e tratados (HF-
B1, HF-B2) do que nos animais do grupo C (p < 0,05), sem diferencas entre HF-B1l e
HF-B2.

Esses resultados indicam que o modelo HF reproduz as alteracbes
comportamentais esperadas, com reducédo significativa da laténcia a imobilidade e
aumento do tempo de imobilidade em relacdo aos controles, sugerindo
comportamento de resignacdo. As suplementacdes bacterianas testadas nao

modificaram esse comportamento.

Figura 13 — Efeitos dos diferentes tratamentos no FST.
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As variaveis medidas foram a laténcia antes da primeira imobilidade (A) e o tempo total de imobilidade
(B). Resultados expressos como média + EPM. (a,b): significativamente diferentes entre os grupos;
ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey e/ou testes t de Student para comparacdes par a patr,
ou testes ndo paramétricos equivalentes (Fonte: autora)

6.1.6 Analise da concentracdo de BH4 e BH2 no célon e no plasma

Para avaliar o impacto da dieta rica em gorduras e dos tratamentos HF-B1 e
HF-B2 no metabolismo das pterinas, foram medidas as concentracdes de BH2 e BH4

no plasma e no colon (Figura 14).

No plasma, a concentracdo de BH2 ([BH2]) ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos experimentais (Figura 14.A). Entretanto, a concentracao
de BH4 no plasma nao p6de ser medida de forma confiavel, provavelmente devido a

instabilidade oxidativa do composto.

No colon (Figura 14.B), ndo foram observadas diferencas na concentracao de
BH4 entre os grupos C e HF. Entretanto, houve uma tendéncia de aumento da
concentracdo de BH4 nos grupos HF-B1 e HF-B2 em relac&o ao grupo HF (0,05<p

< 0,10), sem atingir significancia estatistica.

Por outro lado, a analise do pool total BH2 + BH4, refletindo o total de pterinas
ativas (Figura 14.C), revelou diferencas significativas entre o0s grupos. As
concentragbes observadas nos animais HF-B1 e HF-B2 foram significativamente

maiores que as do grupo C e do grupo HF. Mais especificamente, o grupo HF-B2
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apresentou o valor mais alto, estatisticamente diferente de C e HF (p < 0,05), enquanto

o grupo HF-B1 mostrou um valor intermediario (p = 0,08).

Figura 14 — Efeitos dos diferentes tratamentos sobre as concentragdes de BH2 e
BH4 no plasma e no colon.
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(A) Concentracdo plasmatica de BH2. (B) Concentracédo colénica de BH4. (C) Concentracdo total
coldnica de BH2 + BH4. Concentrag8es expressas em nmol/ml para o plasma e nmol/mg para o colon.
Dados expressos como média + EPM. # indica tendéncia estatistica (0,05 < p < 0,10). (a,b):
significativamente diferente entre os grupos; ANOVA de um fator seguida do teste de Tukey e/ou testes
t de Student para comparacdes par a par, ou testes ndo paramétricos equivalentes (Fonte: autora).

De modo geral, os resultados indicam que, embora o aumento isolado de BH4 no
coélon seja apenas uma tendéncia estatistica, a administracdo do tratamento B2 esta
associada a uma elevacao significativa do pool total de BH2 + BH4 no célon de

camundongos HF.

6.1.7 Analise das monoaminas nos tecidos cerebrais

6.1.7.1 Hipocampo

A andlise das monoaminas hipocampais por HPLC-ECD néo revelou
diferencas significativas entre os grupos experimentais (Figura 18). As concentracfes
de noradrenalina (NA) (Figura 18.A) foram comparaveis entre os animais do grupo C,
do grupo HF e daqueles tratados com HF-B1 ou HF-B2. De forma semelhante, os
niveis de serotonina (5-HT) (Figura 18.B) permaneceram estaveis, sem variacfes

estatisticamente significativas entre os grupos.
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Figura 15 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre as concentragdes de

monoaminas no hipocampo.
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(A) Concentracdo de noradrenalina (NA, pmol/g). (B) Concentracdo de serotonina (5-HT, pmol/mg).
Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos. Resultados expressos como média +

EPM (Fonte: autora)
6.1.7.2 Cortex pré-frontal

A andlise das monoaminas no cértex pré-frontal ndo evidenciou diferencas
significativas entre os grupos experimentais (Figura 19). Os niveis de noradrenalina
(NA) (Figura 19.A) e dopamina (DA) (Figura 19.B) permaneceram comparaveis entre
os grupos C, HF, HF-B1 e HF-B2. Da mesma forma, as concentracfes de serotonina

(5-HT) (Figura 19.C) ndo apresentaram variacoes estatisticamente significativas.

Figura 16 — Efeitos dos diferentes tratamentos sobre as concentracfes de

monoaminas no cortex pré-frontal.
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(A) Noradrenalina (NA, pmol/g). (B) Dopamina (DA, pmol/mg). (C) Serotonina (5-HT, pmol/mg).
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre 0s grupos. Resultados expressos

como média + EPM (Fonte: autora).
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6.1.8.3 Estriado

A analise das monoaminas no estriado revelou diferencas significativas para
a noradrenalina (NA) (Figura 17.A). Os animais submetidos a dieta HF apresentaram
uma reducdao significativa de NA estriatal em comparacao ao grupo C (p = 0,003). O
tratamento HF-B1 restaurou os niveis de NA a valores comparaveis ao grupo C,

enquanto HF-B2 apresentou uma tendéncia intermediaria de aumento (p < 0,05).

Por outro lado, as concentracdes de serotonina (5-HT) (Figura 17.B) né&o
apresentaram diferencas significativas entre os grupos, embora tenha sido observada
uma tendéncia de aumento no grupo HF-B2 em relacdo ao grupo C (p = 0,07).

Figura 17 — Efeitos dos diferentes tratamentos sobre as concentragdes de
monoaminas no estriado.
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(A) Noradrenalina (NA, pmol/g). (B) Serotonina (5-HT, pmol/mg). Resultados expressos como média +
EPM. (a,b): significativamente diferentes entre os grupos. ANOVA de um fator seguida do teste de
Tukey e/ou testes t de Student para comparag8es par a par, ou testes ndo paramétricos equivalentes

(Fonte: autora).

6.2 DISCUSSAO

Nesta pesquisa, exploramos o potencial da suplementacédo oral com bactérias
produtoras de BH4 para combater as alteracfes ansioso-depressivas e metabdlicas
induzidas por uma dieta rica em gorduras em camundongos. Nossa abordagem
consistiu em administrar e comparar duas cepas distintas, avaliando seus efeitos

sobre o0 ganho de peso, a composi¢ao corporal, 0s comportamentos de tipo depressivo
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e ansioso, bem como sobre as concentracBes periféricas de BH4, BH2 e as

concentragdes centrais de monoaminas.
6.2.1 Peso e composicéao corporal

Nossos resultados demonstram que a administracao das cepas produtoras de
BH4, especialmente a cepa B2, induziu uma redugcédo marcante da massa gorda e uma
restauracdo notavel da composicao corporal, mesmo com a continuidade da dieta
hiperlipidica (cf. Fig. 10 e Fig. 11). Esse fenotipo metabdlico sugere uma modulagéo
benéfica do microbiota intestinal, um efeito semelhante ao observado com outros
probidticos pertencentes as Actinobactérias. Por exemplo, cepas como
Bifidobacterium breve B-3 ou B. pseudocatenulatum demonstraram capacidade de
atenuar o ganho de peso e a adiposidade em camundongos submetidos a dieta rica
em gorduras (Kondo et al.,, 2010; Moya-Pérez et al., 2015), principalmente por
modularem o metabolismo lipidico, reforcarem a integridade da barreira intestinal e

reduzirem a inflamacao de baixo grau.

Paralelamente, um estudo sobre o papel da BH4 no metabolismo energético
mostrou que a deficiéncia em BH4 (modelo murino Hph-1) agrava a obesidade, a
intolerancia a glicose e prejudica a funcdo termogénica do tecido adiposo marrom
(BAT). Por outro lado, a restauracdo dos niveis de BH4 melhora esses parametros

metabolicos ao ativar o BAT e regular o gasto energético (Oguri et al., 2017).

Assim, a convergéncia entre nossas observacdes experimentais e a literatura
sugere um mecanismo duplo e potencialmente sinérgico para as cepas Bl e B2
testadas. Sua acao pode ocorrer por meio do aumento dos niveis de BH4, ativando o
metabolismo energético do tecido adiposo marrom, e também por meio da modulacéo
do microbiota e de suas funcfes imuno-metabdlicas, similar a outras Actinobactérias.
Essa dupla acédo oferece uma explicacdo inovadora para a perda direcionada de
massa gorda e para a melhora geral da composicdo corporal observadas em nosso

modelo.
6.2.2 Testes comportamentais

Ap6s a avaliacdo metabdlica, foi essencial analisar as implicacdes
comportamentais para compreender melhor o alcance dos efeitos observados.

Nossos resultados comportamentais confirmam que a exposi¢ao prolongada a uma
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dieta hiperlipidica (HF) induz em camundongos um fenoétipo compativel com um
estado depressivo e ansioso. Essas alteragbes se manifestaram, entre outros, por um
aumento significativo no tempo de autoarrumacéo (grooming) no Splash Test (cf. Fig.
14), uma reducéo acentuada da preferéncia por sacarose (cf. Fig. 15), um aumento
do tempo total de imobilidade e uma diminui¢éo da laténcia até a imobilidade no teste
de nado forcado (FST, cf. Fig. 16), além de uma piora no estado do pelagem (Coat
State Test, cf. Fig. 17), refletindo um comprometimento dos comportamentos de

autocuidado.

Esses parametros sdo marcadores confidveis de um estado depressivo,
caracterizado por anedonia, alteracdo nos mecanismos de recompensa e
comportamento de resignacdo — comumente observados em modelos pré-clinicos de
depressao (Gencturk e Unal, 2024). Esses resultados estdo em concordancia com a
literatura que mostra que a obesidade induzida por dieta estd associada a
modificagcbes comportamentais relacionadas a ansiedade e a depressao,
frequentemente mediadas por inflamac&o e aumento do estresse oxidativo (Cardinal
et al., 2021).

Nesse contexto, a administracdo das duas cepas bacterianas produtoras de
BH4 mostrou efeitos distintos conforme o teste comportamental. A cepa B2 restaurou
completamente a anedonia, medida pela preferéncia por sacarose, trazendo os niveis
de resposta proximos aos do grupo controle (cf. Fig. 15). Esse efeito sugere uma acao
positiva sobre os circuitos de recompensa, possivelmente via modulacédo das vias
dopaminérgicas e serotoninérgicas, das quais a BH4 é cofator essencial. J4 a cepa
B1 ndo apresentou o mesmo beneficio e até exacerbou a reducao da preferéncia por

sacarose.

Essa diferenca entre cepas pode refletir variagdes na biodisponibilidade da
BH4 produzida in situ, ja que a dose bacteriana administrada néo foi a mesma: a cepa
B2 foi administrada a uma concentracdo mais alta (10° UFC/200 L) do que a cepa
B1 (108 UFC/200 uL). Além disso, as diferengas podem ser qualitativas — as cepas
Bl e B2 podem ter distintas capacidades de produzir BH4 ou de colonizar o ambiente
intestinal de forma duradoura. Esses aspectos deverao ser correlacionados com as

analises do microbiota (em andamento nos quatro grupos experimentais).
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O aumento do comportamento de grooming observado nos camundongos
submetidos a dieta HF foi descrito como um indicador de ansiedade e de
comportamento compensatorio em contextos de desconforto fisiologico, refletindo
possivelmente um estado de estresse (Deal et al., 2020). No entanto, alguns estudos
associam a dieta obesogénica a reducéo do tempo de grooming, interpretada como
sinal de negligéncia corporal ou apatia — sintomas centrais da depresséo (Isingrini et
al., 2010).

Em resumo, as variacdes de grooming observadas na literatura refletem a
sensibilidade desse comportamento as condi¢cdes experimentais (tipo de dieta,
duracéo, linhagem, protocolo). Um aumento pode indicar uma resposta compensatoria
a ansiedade, enquanto uma reducdo pode sinalizar um estado depressivo mais
profundo — ambos plausiveis como manifestacdes diferentes de um mesmo quadro

tipo-depressivo.

Os resultados deste estudo mostram que os tratamentos com Bl e B2
atenuaram as alteracdes de grooming observadas nos grupos HF. Embora nenhum
dos grupos tratados tenha alcancado uma normalizacdo completa em relacdo ao
controle, o grupo HF-B1 apresentou forte tendéncia a reducdo da duracdo do
grooming (p = 0,065), sugerindo um efeito benéfico parcial. O grupo HF-B2 apresentou
valores intermediarios, nao diferindo significativamente dos grupos HF ou controle (cf.
Fig. 14). Seria interessante testar os efeitos de uma suplementacédo mais prolongada

ou com dose bacteriana mais alta.

O Coat State Test revelou uma melhora significativa no estado do pelagem
nos grupos tratados com B1 e B2 (cf. Fig. 13), indicando melhora dos comportamentos
de autocuidado — frequentemente negligenciados em modelos murinos de depressao
(Cardinal et al., 2021). Esse resultado reforca a hipotese de um efeito positivo das

cepas sobre o bem-estar geral e a motivacao.

No entanto, nem B1 nem B2 apresentaram efeito significativo no Forced Swim
Test (FST, cf. Fig. 16), no qual todos os grupos HF — tratados ou ndo — mostraram
maior tempo de imobilidade e menor laténcia a imobilidade em comparacdo aos
controles, refletindo comportamento de resignacéo. Essa auséncia de efeito sugere

gue os tratamentos ndo atuam sobre todos os dominios comportamentais afetados
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pela dieta HF, ou que a duracdo da suplementacdo nédo foi suficiente para reverter
completamente certos fendtipos depressivos.

Para compreender melhor esses resultados, foi necessario examinar as

concentracdes periféricas de pterinas e as concentracdes centrais de monoaminas.
6.2.3 Metabolismo periférico das pterinas

Era essencial verificar se os tratamentos com B1 e B2 foram capazes de
modular as concentracBes periféricas (e cerebrais) de BH4 e BH2. Embora a
concentracdo plasmatica de BH2 tenha permanecido inalterada entre 0os grupos — e
a BH4 plasméatica ndo tenha podido ser dosada de forma confiavel devido a sua
instabilidade —, a andlise do tecido col6nico revelou modificacbes importantes.
Observou-se uma tendéncia ao aumento da concentracdo de BH4 e um aumento
significativo do pool total de pteridinas (BH2 + BH4) no grupo tratado com a cepa B2
(cf. Fig. 17). Esses resultados sugerem que as cepas administradas, especialmente
B2, sdo capazes de aumentar localmente os niveis de BH4 no intestino, seja por

producéo direta, seja por influéncia nas vias de reciclagem ou sintese endogena.

Um ponto essencial para a interpretacdo desses resultados é a capacidade
da BH4 periférica de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Estudos
demonstraram que a BH4 administrada perifericamente pode aumentar as
concentracOes cerebrais de biopterinas. Fanet et al. (2020) mostraram que uma Unica
injecdo intraperitoneal (50 mg/kg) dobra os niveis cerebrais de BH4+BH2 trés horas
ap6s a administracdo, resultando em maior liberacdo de dopamina no nucleo

accumbens apos estimulagdo anfetaminica.

Essa evidéncia de que a BH4 periférica pode atingir o cérebro e modular a
neurotransmissdo € crucial, pois apoia a hipotese de que a BH4 produzida
exogenamente pelas bactérias neste estudo possa exercer efeitos tanto locais (no
intestino) quanto centrais. As concentracdes de BH4 e BH2 no cérebro ainda seréo

guantificadas nos quatro grupos experimentais.

Essa observacéo se insere em um contexto mais amplo, no qual o microbiota
€ reconhecido como regulador de metabdlitos neuroativos e imunomoduladores. A
disbiose induzida por uma dieta rica em gorduras pode alterar a producao de diversos

metabdlitos bacterianos envolvidos na comunicagao intestino-cérebro (Cussotto et al.,
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2018). Supde-se que o aumento da BH4 no célon possa contribuir para reduzir a
inflamac&o sistémica, conforme observado por Vancassel et al. (2022), que mostraram
gue a administracdo de BH4 em um modelo murino de neuroinflamacéo induzida por
LPS aumenta os niveis cerebrais de BH4, restaura a dopamina estriatal e reduz
citocinas pro-inflamatorias. Além disso, outras actinobactérias administradas por via

oral jA demonstraram efeito anti-inflamatorio hepatico (Ofiate et al., 2023).
6.2.4 Monoaminas centrais

Para investigar o potencial da suplementacédo bacteriana produtora de BH4
sobre a sintese de monoaminas, 0s niveis de dopamina, serotonina e noradrenalina

foram medidos em diferentes estruturas cerebrais envolvidas na regulagdo do humor.

Os resultados mostraram auséncia geral de efeito no hipocampo e no coértex
pré-frontal, mas alteracfes significativas no corpo estriado. A reducéo dos niveis de
noradrenalina estriatal no grupo HF (cf. Fig. 20), em comparacdo ao controle, &
particularmente relevante, dado o papel desse neurotransmissor na motivacao,
atencao e resposta ao estresse (Moret e Briley, 2011). A restauracdo completa desses

niveis pelo tratamento B1 e parcial por B2 indica acdo das duas cepas nesse sistema.

Por outro lado, a auséncia de alteracdes significativas nos niveis de serotonina
(5-HT) e dopamina (DA) no estriado, hipocampo e coértex pré-frontal (cf. Fig. 18 e Fig.
19) — medidas por HPLC — contrasta com alguns modelos de depressao (Cardinal
et al., 2021). Essa auséncia pode se dever a limitagdes metodoldgicas, uma vez que
a HPLC mede apenas o conteudo intracelular total e ndo reflete as dindmicas de

liberacdo e recaptacao sinapticas.

Essas limitacdes sdo conhecidas na literatura, que recomenda técnicas
alternativas como microdialise in vivo ou fiber photometry para uma avaliacdo mais

dindmica da liberacdo de monoaminas (Bucher e Wightman, 2015).

Mesmo assim, nossos resultados sugerem que os efeitos comportamentais
observados podem estar relacionados a modulacdo da via noradrenérgica —
efetivamente alterada no estriado — e/ou a outros mecanismos, como inflamacéao,
plasticidade sinaptica e modulagcdo do microbiota. A tendéncia ao aumento da 5-HT

estriatal no grupo HF-B2, embora nao significativa, merece investigacao futura com
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técnicas mais sensiveis, para detectar alteracdes sutis porém funcionalmente

relevantes na neurotransmissao.
7 CONCLUSOES

De modo geral, nossos resultados destacam o papel promissor de bactérias
produtoras de BH4 na atenuacdo das alteracfes metabdlicas e comportamentais
induzidas por uma dieta hiperlipidica. A cepa B2, em particular, promove uma reducéo
da massa gorda e uma restauracédo da composicao corporal, provavelmente por meio
de uma acao dupla que combina a modulagdo do microbiota e a restauracdo dos
niveis de BH4, um cofator essencial do metabolismo energético. No plano
comportamental, as melhorias observadas na preferéncia por sacarose e no estado
da pelagem ressaltam a capacidade dessas cepas de agir sobre dimensdes
motivacionais e emocionais alteradas pela obesidade, embora alguns parametros,
como a resignacdo comportamental no teste de natacdo for¢cada, permanecam

inalterados.

As analises bioquimicas fornecem um suporte mecanistico a essas
observacgdes: o aumento do pool colonico de pterinas pela cepa B2 sugere uma maior
biodisponibilidade de BH4, com possiveis efeitos centrais via passagem pela barreira
hematoencefalica — embora esse efeito ainda precise ser confirmado pela dosagem
de pterinas em estruturas cerebrais. Além disso, a restauracdo dos niveis de
noradrenalina estriatal pelas cepas Bl e B2 indica uma implicacdo da via
noradrenérgica, conectando regulacdo metabdlica, neurotransmissdo e melhora
comportamental. Esses resultados convergem para a ideia de que a BH4 microbiana
pode constituir um mediador-chave do eixo intestino-cérebro e abrir caminho para

estratégias inovadoras em psiquiatria nutricional e metabdlica.

Este trabalho, entretanto, apresenta algumas limitacbes. As andlises de
inflamacédo (QPCR) e 0 sequenciamento 16S do microbiota ainda estdo em andamento
e Serdo essenciais para posicionar essas cepas no contexto dos Probi6ticos de Nova
Geracdo (NGP). Do ponto de vista metodologico, a dosagem de monoaminas por
HPLC, embora robusta, ndo reflete a dinamica sinaptica e devera ser complementada
por outras abordagens. Além disso, seria pertinente avaliar o potencial dessas cepas
em sinergia com antidepressivos classicos, a fim de determinar se tal combinagéo

poderia reforcar a eficacia dos tratamentos existentes, especialmente em contextos
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de comorbidade entre obesidade e transtornos depressivos. Também é importante
mencionar que 0 uso exclusivo de animais machos limita a generalizagdo dos

resultados e ressalta a necessidade de estudos que incluam fémeas.

Os resultados obtidos abrem caminho para a aplicacdo pratica dessa
abordagem no desenvolvimento de solu¢@es Uteis e inovadoras. Isso poderia ocorrer,
por um lado, por meio da industria de suplementos alimentares, com probidticos de
nova geracao destinados a apoiar a prevenc¢ao e o equilibrio metabdlico e emocional;
e, por outro, por uma abordagem mais farmacéutica, voltada para o desenvolvimento
de uma terapia inovadora que atenda as exigéncias clinicas e regulatérias. Essas duas
vertentes, embora distintas, compartilham o mesmo objetivo: transformar observacoes

de laboratorio em aplicagdes concretas, acessiveis e benéficas para a saude humana.
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APENDICE A
Chegada dos Aclimatagédo Inicio do
animais protocolo
Grupo n animal peso (g) peso (g) peso (g) média
(9 1 31,20 30 29,1 30,10
2 34,8 33,3 32,6 33,57
3 34,4 33,7 32,6 33,57
4 33 31,6 31,6 32,07
5 38 38,4 35,7 37,37
6 32,8 32,7 32,3 32,60
7 36,3 36,3 34,8 35,80
8 35 34,8 32,9 34,23
9 40 38,8 39 39,27
10 36,1 36,3 36,1 36,17
11 35 33,8 33,3 34,03
12 38,8 37,7 36,8 37,77
13 37,4 37,6 36,6 37,20
14 39,3 38,4 37,7 38,47
15 39,7 38,6 38,7 39,00
16 34 33,7 32,6 33,43
HF 17 50 49,5 49 49,50
18 45,5 44 43,7 44,40
19 39,9 38,6 37,7 38,73
20 45,5 46,1 47,3 46,30
21 40 39,2 38,8 39,33
22 45 42,9 39,7 42,53
23 45,9 46,7 46,6 46,40
24 43,5 44,4 41,5 43,13
25 48,3 46,1 42,2 45,53
26 37,4 37,1 37 37,17
27 45,3 44,5 44,7 44,83
28 49,3 48,3 47,9 48,50

61



29 48,8 48 46,7 47,83
30 43,8 42,3 40,5 42,20
31 48,1 46,6 43,7 46,13
32 37,7 36,4 34,1 36,07
HF-B1 33 46,7 43,1 38,5 42,77
34 42,3 41,5 37,2 40,33
35 45,7 41,8 40,9 42,80
36 44,6 43,3 40 42,63
37 46,5 44,4 43 44,63
38 45,4 42,8 40 42,73
39 46,5 43 40 43,17
40 41 39,8 36,9 39,23
41 37,2 36,8 36,5 36,83
42 43,7 42,3 38,3 41,43
43 45,3 44,3 41,8 43,80
44 41,1 40,5 40 40,53
45 44,1 43,4 39,6 42,37
46 45,5 44,6 44,2 44,77
47 45,1 45,3 45,6 45,33
48 47,6 48,3 48,8 48,23
HF-B2 49 45,1 42 37,7 41,60
50 41,6 39,7 35,6 38,97
51 47,5 45,2 41,5 44,73
52 49,3 48,7 48,8 48,93
53 47 46,6 40,9 44,83
54 37,7 36 34,2 35,97
55 44 43,7 44,2 43,97
56 44,2 40,9 36,3 40,47
57 39,7 37,9 34,9 37,50
58 44,7 42,3 38,5 41,83
59 44,5 41,9 37,5 41,30
60 44,1 41,2 37,5 40,93
61 47 43,8 40,3 43,70
62 44,6 43 37,8 41,80

62



63

48,2

46,5

43,5

46,07

64

42,5

40,5

37,7

40,23

63

e Animais cujo peso medio entre os 3 momentos considerados e inferior a

39,9 g, apresentam o peso médio destacado em cinza
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