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RESUMO

A ansiedade é um problema de satde publica, que afeta milhdes de pessoas no
mundo, impactando diretamente na vida pessoal e profissional delas. No Brasil também
constitui uma das patologias que figuram entre as mais frequentes, trazendo prejuizos
econémicos importantes. Sabe-se que 0s eventos que ocorrem durante a gravidez e que
ativam o sistema imunol6égico materno, processo conhecido como Ativacdo Imunoldgica
Maternal (AIM), podem impactar no comportamento da prole em idade adulta, causando
distirbios como depressdo, ansiedade, esquizofrenia e autismo. Dentre esses eventos
estdo as infeccBes por virus influenza, herpes virus, LPS, Toxoplasma gondii, dentre
outros. Diversos tratamentos, farmacolégicos ou ndo, visam minimizar os danos
fisiologicos provocados pela ansiedade e o uso do resveratrol, uma substancia encontrada
na casca da uva roxa, tem sido considerado promissor devido seus efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios. Neste sentido, esse projeto de pesquisa visa avaliar o efeito dos
antigenos suspensos na vacina influenza trivalente como agente indutor de Ativacéo
Imunologica Maternal em camundongas Balb C gestantes e seu impacto sobre o
comportamento do tipo ansioso na prole fémea em idade adulta, por meio dos testes de
Labirinto em Cruz Elevada e Campo Aberto; investigar ainda um possivel efeito
neuroprotetor do resveratrol, administrado por gavagem nas maes gestantes, impactando
sobre os comportamentos nas proles fémeas adultas. O seguinte delineamento
experimental foi usado: G1: Mé&es que receberam carboximetilcelulose a 0,5% por
gavagem (1 dose por dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular Unica de PBS em E16;
G2: Maes que receberam carboximetilcelulose a 0,5% por gavagem (1 dose por dia), de
EO a E21 + 1 injecdo intramuscular Unica de vacina da Influenza A (HIN1) em E16; G3:
Mées que receberam resveratrol por gavagem (1 dose por dia), de EO a E21 + 1 injecdo
intramuscular Gnica de PBS em E16; G4: Mées que receberam resveratrol por gavagem
(1 dose por dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular unica de vacina da Influenza A
(HIN1) em E16. As filhotes fémeas, filhas de mdes tratadas, tiveram seus
comportamentos avaliados nos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado. Os
resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos em
relacdo ao pardmetro % de tempo explorando os bragos abertos (G1 — 10,19 + 0,09; G2 —
9,27 + 0,02; G3 - 3,54 + 0,01; G4 — 2,13 + 0,02). Para o parametro namero de entradas

nos bragos fechados, observamos diferenca significativa entre os grupos 2 e 4 (G2 - 10 +



1,50; G4 - 18,50 + 2,15). No teste de campo aberto ndo observamos diferenca
significativa entre os grupos, para o parametro tempo de permanéncia na periferia (G1 -
273,5 + 7,66; G2 - 256 + 3,03; G3 - 260,75 + 4,59; G4 - 262,66 + 12,91) e 0 nimero de
cruzamentos centro-periferia (G1 - 14 + 4,77; G2 - 17,14 + 1,29; G3 - 14,5 + 1,84; G4 -
10,66 + 4,14). Neste experimento, portanto, o desafio imunogénico das maes em E16
com antigenos suspensos na vacina influenza trivalente ndo causou alteragdo
comportamental na prole fémea adulta, bem como o uso de resveratrol por gavagem nao

alterou 0 comportamento das mesmas.

Palavras chaves: Ativacdo Imunolégica Maternal (AIM), ansiedade, Resveratrol,

Labirinto em Cruz Elevado, Campo Aberto.



ABSTRACT

Anxiety is a public health problem that affects millions of people worldwide,
directly impacting their personal and professional lives. In Brazil, it is also one of the
most frequent pathologies, bringing significant economic losses. It is known that events
that occur during pregnancy and activate the maternal immune system, a process known
as Maternal Immune Activation (MIA), can impact the behavior of offspring in
adulthood, causing disorders such as depression, anxiety, schizophrenia, and autism.
Among these events are infections by influenza virus, herpes virus, LPS, Toxoplasma
gondii, among others. Various treatments, pharmacological or not, aim to minimize the
physiological damage caused by anxiety, and the use of resveratrol, a substance found
in the skin of purple grapes, has been considered promising due to its antioxidant and
anti-inflammatory effects. In this sense, this research project aims to evaluate the effect
of suspended antigens in the trivalent influenza vaccine as an agent inducing Maternal
Immune Activation in pregnant Balb C mice and its impact on anxious behavior in
female offspring in adulthood, through the Elevated Plus Maze and Open Field tests;
investigate a possible neuroprotective effect of resveratrol, administered by gavage to
pregnant mothers, impacting on behaviors in female offspring in adulthood. The
following experimental design was used: G1: Mothers who received 0.5%
carboxymethylcellulose by gavage (1 dose per day), from EO to E21 + 1 single
intramuscular injection of PBS in E16; G2: Mothers who received 0.5%
carboxymethylcellulose by gavage (1 dose per day), from EO to E21 + 1 single
intramuscular injection of Influenza A (HIN1) vaccine in E16; G3: Mothers who
received resveratrol by gavage (1 dose per day), from EO to E21 + 1 single
intramuscular injection of PBS in E16; G4: Mothers who received resveratrol by gavage
(1 dose per day), from EO to E21 + 1 single intramuscular injection of Influenza A
(HIN1) vaccine in E16. As female puppies, daughters of treated mothers, had their
behaviors evaluated in the open field and elevated plus maze tests. The results showed
that there was no significant difference between the groups regarding the parameter %
of time exploring the open arms (G1 — 10,19 + 0.09; G2 — 9,27 + 0.02; G3 - 3,54 +
0.01; G4 — 2,13 £+ 0.02). For the parameter number of entries into the closed arms, we
observed a significant difference between groups 2 and 4 (G2 - 10 + 1.50; G4 - 18.50 +

2.15). In the open field test, we did not observe a significant difference between the



groups for the parameter time spent in the periphery (G1 - 273.5 + 7.66; G2 - 256+
3.03; G3 - 260.75 + 4.59; G4 - 262.66 + 12.91) and the number of center-periphery
crossings (G1 - 14 + 4.77; G2 - 17.14 + 1.29; G3 - 14.5 + 1.84; G4 - 10.66 + 4.14). In
this experiment, therefore, the immunogenic challenge of mothers at E16 with antigens
suspended in trivalent influenza vaccine did not cause behavioral alteration in adult

female offspring, and the use of resveratrol by gavage did not alter their behavior.

Keywords: Maternal Immune Activation (MIA), anxiety, Resveratrol, Elevated Plus
Maze, Open Field Test.
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1. INTRODUCAO

Os transtornos mentais podem ser classificados como doengas com manifestacdes
psicoldgicas, sendo associadas a danos funcionais devido a alguma perturbacéo,
podendo ser bioldgica, social, psicoldgica, fisica, entre outras. Tais perturbacdes podem
ocasionar modulagbes de humor e alteracdo no modo de pensar, atrapalhando o
desempenho pessoal, social e familiar do individuo (HIANY et al., 2018).

A ansiedade é um transtorno psicoldgico que, segundo a OMS, atinge cerca de 264
milhdes de pessoas no mundo, estando o Brasil (9,3% da populacdo) a frente de outros
paises (BIERNATH, 2018). Os transtornos de ansiedade reconhecidos pelo Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DMS-5) sdo: transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno de ansiedade social, transtorno de panico, fobias especificas (de
animais, sangue, injecdo), agorafobia, transtorno de estresse pds-traumatico, entre
outros (TESH, 2018).

De acordo com o DSM-5 (2014), os transtornos de ansiedade sdo aqueles que
compartilham caracteristicas de medo e ansiedade em excesso, além de perturbactes
comportamentais que estdo relacionados. O medo pode ser diferenciado por ser a
resposta emocional a alguma ameaca real ou percebida, sendo associado a periodos
excitatorios do Sistema Nervoso Autbnomo, necessario para luta ou fuga; ja a ansiedade
se enquadra na antecipacdo de futuras ameacas, sendo associada a tensdo muscular e
vigilancia em preparacdo para um perigo futuro e com isso, apresenta comportamentos
de cautela ou esquiva. Os transtornos de ansiedade (TAs) se diferenciam do medo e da
ansiedade adaptativos, por serem persistentes além dos periodos apropriados, sendo
induzidos também por estresse.

Pessoas com transtorno de ansiedade costumam apresentar preocupacdo persistente
e excessiva acerca de varios dominios, acarretando declinio do desempenho tanto no
trabalho quanto na escola. O individuo encontra dificuldades em controlar seus
pensamentos, apresenta inquietacdo ou sensagdo de “nervos a flor da pele”, fadiga,
dificuldade de concentracdo, irritabilidade, tensdo muscular, angustia e perturbacdo de
sono. H& também os sintomas fisicos da ansiedade, sendo semelhantes aos sintomas de
medo, como a taquicardia, tremores, palpitacdo e sudorese, geralmente associados a

ativacdo do Sistema Nervoso Auténomo Simpatico (TESCH apud WHALEN et al,
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2016). Esses sintomas podem acarretar uma série de problemas tanto no &mbito pessoal
quanto no profissional, impactando a sociedade como um todo (DMS-5, 2014).

As causas para 0 surgimento de transtorno de ansiedade sdo varias, podendo ser
provocado por fatores ambientais (como situacOes psicossociais estressantes que a
pessoa pode passar ao longo de sua vida - relacionamentos interpessoais, violéncias e
abusos, entre outros), por abstinéncia de farmacos ou substancias (como antidepressivos
e ansioliticos, podendo levar a abstinéncia apds suspender o uso desses medicamentos
por algum tempo), além do préprio componente genético (ANDREATINI et al, 2001;
LIMA et al., 2020).

De acordo com Lima et al. (2020), em relacdo ao componente genético, ainda ndo
ha provas que um Unico gene possa estar associado ao desenvolvimento da ansiedade,
mas sim, diversos genes que sdo responsaveis por regular o eixo Hipotalamo-Hipofise-
Adrenal (HHA) e a sinalizagdo monoaminérgica (MARTIN et al., 2009; SADOCK &
SADOCK, 2010).

Estudos mostram também que existem outras bases neurofisiolégicas para a
ansiedade, como as alteracbes no funcionamento de estruturas neuroanatémicas,
alteracdes na neurotransmissdo gabaérgica, noradrenérgica e serotoninéergica, alteracdes
no funcionamento do eixo HHA e a imunoativacdo maternal (AIM) (LIMA et al. 2020).

As alteracbes no funcionamento de estruturas neuroanatdmicas que modulam as
emocOes e 0 medo, podem estar diretamente ligadas ao desenvolvimento do TA.
Estruturas como a amigdala, hipocampo, cortex pré-frontal e cértex cingulado
(FRANKLIN & MANSUY, 2013), bem como o0s neurotransmissores citados
anteriormente, apresentam envolvimento neuroquimico na regulacdo da resposta de
ansiedade, pelo sistema limbico (LIMA et al., 2020 apud SADOCK & SADOCK, 2010;
ASSUMPCAO JUNIOR & KUCZYNSKI, 2003; MIGUEL, GENTIL & GATTAZ,
2011) (FIG 1).

A amigdala € responsavel pelo condicionamento da resposta ao medo, detectando,
gerando e mantendo as emocgdes ligadas ao medo, tendo um papel importante na
organizacdo das respostas do medo aprendido referente aos estimulos fisicos adversos.
Ja o hipocampo é responsavel por processar essa resposta e pela modulacéo do circuito
de defesa, sendo uma regido importante na integracdo dos estimulos, gerando
conhecimento emocional e desempenhando um papel maior nos aspectos cognitivos das
emogdes (CANTERAS, 2003; ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008). Ainda dentro
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desse contexto, o cortex pré-frontal também estd ligado & modulacdo do medo,
influenciando as emocg6es, uma vez que pode reconhecer 0s aspectos emocionais e
motivacionais, trabalhando junto com a amigdala. Consegue aprender e reproduzir
associacOes entre estimulos novos e primarios, sendo importante para alterar os
estimulos associados a respostas comportamentais. Por fim, o cortex cingulado
monitora diferencas entre o estado funcional dos organismos e informagdes novas
recebidas de carater emocional ou motivacional, atuando na integracdo de informacdes
do hipotalamo e do sistema sensorial do cortex, produzindo os estados emocionais
(FRANKLIN & MANSUY, 2013) (FIG 1).

Figura 1: Localizacdo das principais estruturas envolvidas nas emogdes, incluindo amigdala,
hipotalamo, cortex pré-frontal e cdrtex cingulado
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Fonte: Adaptado de FRANKLIN & MANSUY, 2013.

Além disso, sabe-se que o eixo HHA é fundamental nas respostas neuroendocrinas
relacionadas ao estresse, e anormalidades em sua ativacdo e funcionamento contribuem
de forma importante para o estabelecimento e desenvolvimento da ansiedade (LIMA et
al., 2020 SADOCK & SADOCK, 2010; ASSUMPCAO JUNIOR & KUCZYNSKI,
2003; MIGUEL, GENTIL & GATTAZ, 2011). A figura 2, mostra a circuitaria neural
que esta envolvida no medo, ansiedade e estresse a partir da ativacdo do HHA, e com

iSS0, ocorrera a ativagdo do Sistema Nervoso Autbnomo Simpatico.
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Figura 2: Circuitos neurais envolvidos nas respostas de ansiedade e medo do eixo HHA.
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Evidéncias cientificas mostram que a AIM (eventos que ocorrem com a mée durante
a gestacdo, desafiando seu sistema imunoldgico), podem predispor ao surgimento de
transtornos neurodesenvolvimentais na prole em idade adulta. Tais transtornos incluem
ansiedade, depressdo, esquizofrenia e transtorno do espectro autista (TEA)
(MCALLISTER and ESTES, 2016; KNUESEL et al, 2014). Sabe-se que o estresse pré-
natal estd associado a supressdo da neurogénese hipocampal seguido de
comportamentos e disfuncBes cognitivas que estdo ligadas aos distdrbios mentais da
prole adulta (KHAN et al., 2014).

Os estudos de AIM em humanos sdo limitados, uma vez que os individuos sao
genética e ecologicamente heterogéneos, o que impacta em seu comportamento. Ha,
portanto, uma dificuldade em se detectar alguma relacdo casual entre a AIM e o risco de
desenvolvimento de distdrbios do neurodesenvolvimento, além do fato de seres
humanos ndo poderem ser submetidos a experimentos invasivos (MCALLISTER and
ESTES, 2016). Neste sentido, destaca-se a importancia da utilizacdo de modelos
animais de AIM, que possibilitem testar o papel da estimulacdo imunoldgica precoce

como um fator primério que induz alteragBes neuronais permanentes, para assim
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conseguir o desenvolvimento de ferramentas para o diagnostico e tratamento desses
disturbios (REISINGER et al., 2016).

Em modelos animais de AIM, roedores ou animais primatas ndo humanos sao
expostos a insulto imunogénico durante uma fase especifica da gestacdo, sendo que 0s
comportamentos, a funcdo e a estrutura encefalica da prole podem ser avaliadas
posteriormente. Dentre os agentes que podem levar a AIM estdo o virus influenza,
herpes virus, Toxoplasma gondii, LPS, além dos antigenos suspensos encontrados nas
vacinas (MCALLISTER and ESTES, 2016; SPINI et al, 2020).

Estudos mostram que para maes diagnosticadas com alguma infec¢do no segundo
trimestre da gestacdo, havia uma associacdo com pontuacfes mais altas em sintomas de
disturbios mentais nos filhos quando atingiam a puberdade (MURPHY et al., 2017).
Diferentes teorias tém tentado explicar as vias pelas quais 0s insultos durante a gestacao
possam causar danos neuronais na prole, citando como possibilidades o estresse
oxidativo, a inflamacéo e a acdo de citocinas, alteracdo da microbiota intestinal, dentre
outros.

O estresse oxidativo (EO) tem como definicdo uma perturbagédo do equilibrio entre
geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante do
organismo. Nossas células podem ficar expostas a oxidantes vindos de fontes exdgenas
(como gas o0zobnio, radiacdo, virus, dentre outros) ou enddgenas, a partir do metabolismo
celular. Quando nosso sistema antioxidante, mediado por diferentes enzimas, nao
consegue neutralizar as espécies reativas ao oxigénio (EROs), surge o0 EO (SOARES,
2014).

As citocinas, por sua vez, sdo pequenas proteinas que inicialmente foram chamadas
de moduladores imunes, mas foram incluidas na mediacdo de um conjunto variado de
funcbes que ndo fossem necessariamente imunologicas em varios tecidos, englobando o
Sistema Nervoso Central. Sd8o0 moléculas importantes para o desenvolvimento
neuroldgico e possuem um papel central na glicogénese, atuando juntamente com 0s
fatores neurotroficos. Tais fatores sdo responsaveis por promover a sobrevivéncia e
melhorar as conexdes entre as células neurais, atuando ainda como sinalizadores e
provocando a apoptose de células inapropriadas (SOARES, 2014). As citocinas pro-
inflamatérias como as interleucinas, interferon-gama e fator de necrose tumoral
(HUANG et al., 2022) sdo liberadas e transportadas para o SNC, afetando a secrecéo de

neurotransmissores localizados na amigdala e no hipocampo (como serotonina,
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dopamina), que sdo é&reas importantes de controle da ansiedade e HHA
(PARLINDUNGAN et al., 2023).

As citocinas sdo moléculas importantes durante a gestacdo, sendo que as citocinas
maternas desempenham um papel fundamental desde o inicio da gravidez, como
preparar e adaptar o corpo materno, deixando-o receptivo ao embrido, desenvolvimento
do feto, além de ajudarem na implantacdo do embrido e na manutencdo da gravidez
(FALEIRO, 2022 apud CRUVINEL et al., 2010; ABY-RAYA et al., 2020).

Normalmente, as citocinas ocorrem de forma local, mas seus efeitos podem atingir
um nivel sistémico, havendo a participacdo delas em respostas a alguma infeccao
materno-fetal (FALEIRO, 2022). As alteracdes na producdo ou regulagdo das citocinas
podem levar a complicacbes na gestacdo, como parto prematuro, restricdo do
crescimento fetal, alteragdes no desenvolvimento neuronal, entre outras condicOes
adversas. Diversos fatores podem afetar a producdo de citocinas, como agentes
ambientais toxicos, estresse, obesidade e tabagismo (SOARES, 2014).

Sabe-se que a gestacdo € um periodo de bastante vulnerabilidade para o feto, tendo
em vista que 0s principais processos e as redes neurais sdo estabelecidos enquanto o
feto estd em desenvolvimento. Perturbacdes neurais que ocorram ao longo desse periodo
podem interferir na trajetdria tipica do desenvolvimento fetal, podendo resultar em
efeitos duradouros nos filhos, como a ansiedade, TEA e esquizofrenia (HAN et al.,
2021). Fatores inflamatdorios maternos, infecciosos ou ndo, ativam receptores de células
imunes inatas maternas e células placentarias, levando a um aumento na producao das
citocinas e consequentemente a AIM (HAN et al., 2021).

Outra teoria que tem sido aventada para explicar os efeitos da imunoativacao
maternal sobre alteracGes na prole envolve o eixo microbiota-intestino-cérebro. Sabe-se
que dieta e a saude intestinal podem ser responsaveis por alguns sintomas expressos nos
transtornos de ansiedade, estresse e depressdo. Uma vez que existe uma sinalizacdo
bidirecional entre intestino e o cérebro, regulada em diferentes niveis (neural, hormonal
e imunolégico) (FURTADO et al., 2018), a microbiota pode influenciar na integridade
do epitélio intestinal e assim interferir no sistema imunolégico e neural (MARESE et
al., 2019). De acordo com Furtado et al (2018), as bactérias presentes na microbiota
intestinal tém uma fungdo importante no desenvolvimento pds-natal e na maturagdo dos

sistemas imune e enddcrino, sustentando a sinalizagdo do SNC.
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A dieta materna, obesidade, estresse, toxinas e tabagismo afetam diretamente a
composi¢cdo da microbiota intestinal materna e neonatal (NYANGAHY D.D. and
JASPAN, H.B., 2019). Sabe-se que o tipo de dieta da méde, bem como o0 uso de
antibiéticos podem causar disbioses (desequilibrio na microbiota, com diminuicdo de
microrganismos benéficos). O microbioma materno (presente na vagina, intestino, leite
materno) é o primeiro ponto para influenciar na microbiota fetal, além de regular o
crescimento, pode afetar a funcdo neural e a cognigcdo na prole adulta. O microbioma
intestinal materno altera o desenvolvimento neural, sendo capaz de alterar a fungdo do
hipocampo e da amigdala fetal, que, como dito anteriormente, as alteragBes estruturais e
funcionais da amigdala estdo associadas a disturbios neuropsiquiatricos, como a
ansiedade (NYANGAHY D.D. and JASPAN, H.B., 2019; BASAK et al., 2022) (FIG
3).

Figura 3: Possiveis mecanismos crosstalk da influéncia da microbiota materna sobre a prole. A
microbiota materna durante a gravidez se move para a interface materno-fetal. As bactérias se deslocam
do intestino para a placenta, para o intestino do feto ou para as glandulas mamarias, impactando no
desenvolvimento da imunidade do feto por meio de varios mecanismos, como a epigenética, liberacdo de
4cidos graxos de cadeia pequena e alteracBes nas citocinas. Ha também o deslocamento de bactérias para
as glandulas mamarias que pode impactar na colonizacao intestinal do neném e o desenvolvimento do seu

sistema imunolégico.

18G ou IgA no leite materno Os metabdlitos bacterianos
potencialmente reveste bactérias também podem ser translocados
e pode influenciar a microbiota para o leite materno a partir do
ou a imunidade pés-natal intestino materno

Os metabdlitos bacterianos na
interface materno-feta
provocam alteragbes
epigenéticas que afetam a
imunidade fetal (por exemplo,
SCFA do intestino materno)

Translocagao bacteriana
do intestino para as
glandulas mamarias

AlgG materna esta envolvida
na transferéncia

transplacentaria de bactérias
que afetam a imunidade da
prole

A colonizagdo microbiana do
feto pode impulsionar a
programacdo imunolégica
antes do parto

i A translocacdo bacteriana do
intestino para a placenta - N

Fonte: Adaptado de Nyangahy D. D. and Jaspan H. B. (2019).
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Uma vez que 0s antigenos suspensos nas vacinas desafiam o sistema imunologico da
mée, embora ndo causem a infecgdo e a doenca, podem ser usados em pesquisas que
tentem elucidar aspectos relacionados a alteracbes no neurodesenvolvimento fetal que
impactem nos comportamentos da prole (XIA et al., 2014), como por exemplo a vacina
contra influenza (SPINI et al., 2020).

A vacina influenza trivalente é composta por diferentes cepas do virus Myxovirus
influenzae inativados, fragmentados e purificados, sendo sua composicdo e
concentracdo de antigenos hemaglutinina (HA) atualizada todo ano, de acordo com 0s
dados epidemiolégicos emitidos pela Organizacdo Mundial da Saldde (OMS). Essa
vacina é indispensavel para prevengdo da gripe, evitando as infec¢cdes causadas pelo
virus Myxovirus influenzae, um dos agentes responsaveis por doencas do trato
respiratorio, como a gripe influenza (INSTITUTO BUTATAN, 2022).

A vacina influenza age estimulando o organismo a produzir 0s Sseus proprios
anticorpos; ela faz efeito de duas a trés semanas apds a aplicacdo e persiste entre seis
meses a um ano. Essa vacina € indicada para gestantes em qualquer fase da gestacéao e
segundo os fabricantes, sendo ministrada sob orientacdo médica, ndo apresenta
contraindicacdo (INSTITUTO BUTATAN, 2022).

Visto que 0s antigenos suspensos na vacina atuam como insulto imunogénico,
desafiando o sistema imunolégico da méde, o que pode desencadear alteracdes no
sistema neural da prole, torna-se interessante a procura por compostos naturais que
diminuam esses danos e previnam as mudangas comportamentais, como a ansiedade, na
prole adulta.

O transtorno de ansiedade pode ser tratado farmacologicamente, com a ajuda de um
profissional da area, com diferentes farmacos, como benzodiazepinicos, buspirona,
antidepressivos, betabloqueadores, antipsicaticos, dentre outros (ANDREATINI et al.,
2001). Devido ao grande numero de efeitos adversos que podem acontecer com o
tratamento farmacologico, faz-se necessario encontrar formas mais naturais para o
tratamento de ansiedade. Neste sentido, 0 uso de tratamentos naturais esta se tornando
cada vez mais reconhecido, como por exemplo medicamentos fitoterapicos
desenvolvidos a partir de matérias primas ativas vegetais, que segundo a ANVISA
(2013b), apresentam critérios parecidos de qualidade, seguranca e eficacia (SILVA,

2013). Alguns exemplos de produtos naturais com potencial para o tratamento da
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ansiedade incluem a geleia real, os 6megas 3, 6 e 9 e o resveratrol devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias (GOMES, 2019).

O resveratrol (RSV) (3,4',5-trihidroxi-estiloeno) é uma fitoalexina (composto
quimico de baixo peso molecular com propriedades antimicrobianas) natural produzida
por algumas espermatdfitas (plantas com sementes), como as videiras (estando muito
concentrado na casca da uva roxa), amendoim, frutas vermelhas, e em mais de 70
espécies de plantas (FIG 4) (PAULO, 2011; FREMONT, 2000). Produzido em resposta
as lesdes na planta, € sintetizado naturalmente sob duas formas isoméricas, trans-
resveratrol (mais ativo biologicamente e mais abundante que o cis) e cis-resveratrol
(menos bioativo ou inativado) (PLACHTA et al., 2024). Trata-se de um potencial
candidato para o tratamento da ansiedade, devido suas inimeras propriedades benéficas
ao sistema neural, dentre elas: atua como inibidor de espécies reativas de oxigénio
(ERO) reduzindo o estresse oxidativo (ALBERTONI & SCHOR, 2015); apresenta
propriedades anti-inflamatorias, inibindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias
como as interleucinas, interferon-gama e fator de necrose tumoral (HUANG et al.,
2022); tem sido considerado um pré-biotico, ao melhorar a microbiota intestinal, tendo
em vista que o RSV é capaz de alterar o microbioma intestinal (ALRAFAS et al.,
2020). De acordo com Marques (2022), O RSV apresentou também modula¢des no
metabolismo de lipideos e inibicdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade,
alem de diminuir a agregacdo de plaquetas, contribuindo para um melhor
funcionamento do sistema cardiovascular. Apresenta ainda outras acdes benéficas para a

salde, como ac¢do antimicrobiana e anticancerigena.

Figura 4: Estrutura molecular do Resveratrol.

OH

HO

OH

Fonte: ALBERTONI & SCHOR, Resveratrol plays important role in protective mechanisms in renal

disease - mini-review, 2015.
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Em relacdo ao sistema neural o RSV possui efeitos neuroprotetores importantes,
apresentando agbes como a preservacdo e a manutencdo da funcionalidade cerebral,
promocéo da diferenciacdo neuronal, além de diminuir a resposta inflamatéria no SNC
através da modulacdo de véarias vias de sinalizagdo, como a sirtuina. Sua acao
neuroprotetora se da pela capacidade de reduzir a liberacdo de fatores pré-inflamatorios
que sdo neurotdxicos, inibir as vias de sinalizacdo da cascata celular, envolvendo o fator
nuclear kappa B e a proteina ativadora-1, gracas a sua acao antioxidante (MARQUES,
2022 apud BASTIANETTO et al., 2015).

De acordo com Bastianetto et al (2015), o RSV também consegue proteger
neurbnios do hipocampo que foram expostos ao Oxido nitrico, gracas a sua agdo
antioxidante, que age na eliminagdo de EROs. O RSV apresenta outra funcdo na
resposta celular, conseguindo inibir as enzimas envolvidas no estresse oxidativo, como
a quinona redutase 2, além de induzir a proteina heme oxigenase 1 (enzima endogena
que apresenta resisténcia contra danos neurais do estresse oxidativo), aumentando seus

niveis em células neurais primarias expostas ao glutamato.

2. JUSTIFICATIVA

A ansiedade é um transtorno psicologico que afeta 9,3% da populacdo brasileira e
atinge cerca de 264 milhdes de pessoas no mundo, de acordo com a OMS,
comprometendo a vida pessoal e produtividade no trabalho das pessoas afetadas por
esse transtorno.

Inimeros estudos apontam para os beneficios de se usar compostos nutracéuticos
(ricos em compostos bioativos) como alternativa ao uso de farmacos tradicionais, uma
vez que estdo sendo cada vez mais conhecidos por causa de sua eficacia, qualidade e
seguranga.

Um desses produtos naturais que poderia ser eficaz no tratamento da ansiedade € o
RSV, por ser um composto antioxidante, anti-inflamatorio e modulador da microbiota
intestinal, importante para o controle da ansiedade, além de ter outras acfes benéficas
para a salde, como efeito anticancer, modulacdo do metabolismo lipidico, acdo
vasodilatadora, alteracdo da sintese de eicosanoides, dentre outros.

Neste sentido, o estudo do possivel efeito neuroprotetor do resveratrol sobre

alteracbes comportamentais associadas a transtornos de humor, como a ansiedade,
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poderia contribuir de forma positiva para a busca de potenciais tratamentos alternativos

para tais doencas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral.

Este projeto de pesquisa teve como objetivo geral investigar se o resveratrol,
quando administrado durante a gestacdo, exerce algum efeito protetor sobre possiveis
danos comportamentais causados pela ativacdo imunoldgica maternal (AIM) por

antigenos suspensos na vacina influenza trivalente.

3.1.1 Objetivos Especificos

Investigar os possiveis efeitos da ativagdo imunologica maternal (AIM), com
antigenos suspensos na vacina influenza trivalente na idade gestacional E16, sobre
comportamentos do tipo ansiosos na prole fémea em idade adulta, por meio dos testes
labirinto em cruz elevada e campo aberto;

Investigar se o resveratrol, administrado cronicamente durante a gestacéo, por
gavagem, apresenta algum efeito neuroprotetor sobre comportamentos do tipo ansiosos

na prole fémea em idade adulta.

4. MATERIAL E METODOS

Protocolo em linha:

[ Resveratrol ou

Carboximeti]celu]ose} :
Nascimento
{}casalamcnlo 1

1 EO El6 E20 E21 P60

T 1

[Vacina Influenza A(HINI )J

ou PBS [Tcslcs Comporlamcnlais]
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4.1 Animais experimentais

Durante este estudo, foram utilizados camundongos machos (n=12) e fémeas
(n=24) da linhagem Balb C, fornecidos pela Rede de Biotérios (REBIR) da
Universidade Federal de Uberlandia em projeto aprovado pelo CEUA (055/19), sendo
mantidos em sala com temperatura controlada (23°+ 2), com ciclo de luz 12h luz/ 12h
escuro em gaiolas individuais (FIG 5) e livre acesso a agua e ragdo. Para o
acasalamento, os animais foram colocados na propor¢do de duas fémeas para cada
macho, até que fosse visualizada a rolha vaginal (mistura de secrecdo vaginal e sémen)

(FIG 6), quando entéo foi considerado o dia zero da gestacéo (EO).

Figura 5: Gaiolas individuais fornecidas pela Rede de Biotérios UFU

Fonte: Autores (2023).

Figura 6: Rolha vaginal

Fonte: Autores (2023).
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4.2 Delineamento Experimental
Apoés a visualizacdo da rolha vaginal, as fémeas grévidas foram mantidas em
gaiolas individuais até o nascimento da prole, sendo divididas em:

e Grupo 1 (G1): Mé&es que receberam carboximetilcelulose a 0,5% por
gavagem (1 dose por dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular Unica de
PBS em E16;

e Grupo 2 (G2): Mé&es que receberam carboximetilcelulose a 0,5% por
gavagem (1 dose por dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular Unica de
antigenos suspensos na vacina influenza trivalente em E16;

e Grupo 3 (G3): Mées que receberam resveratrol por gavagem (1 dose por
dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular Unica de PBS em E16;

e Grupo 4 (G4): Mées que receberam resveratrol por gavagem (1 dose por
dia), de EO e E21 + 1 injecdo intramuscular Gnica de antigenos suspensos na

vacina influenza trivalente em E16.

Os filhotes provenientes da reproducdo (FIG 7), foram divididos em dois
grandes grupos: Grupo 1 formado por filhotes machos e Grupo 2 formado por
filhotes fémeas. Ao atingirem a idade do desmame (P21), os filhotes machos e
fémeas foram separados de acordo com 0s grupos experimentais, permanecendo no
méaximo 6 filhotes por gaiola. Foram mantidos nas dependéncias do REBIR-UFU
onde ocorreram 0s testes comportamentais quando atingiram a idade adulta (P60).

No presente estudo foram utilizados apenas filhotes fémeas.

Figura 7: Fémea do grupo G3 com 19 dias de gestacdo e sua prole em PO

Fonte: Autores (2022).
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Durante os 21 dias de gestacdo, as fémeas foram submetidas & administracdo do
resveratrol (40 mg/kg diluido para todas as fémeas) ou da carboximetilcelulose (0,5%)
por meio de gavagem (0,10 ml) para cada grupo (FIG 8). Quando a gestacdo chegou em
E16 as fémeas gravidas receberam 1uL/g de injecdo intramuscular da vacina Influenza
A (H1IN1) e 1ul/g de salina PBS (10x).

Figura 8: Administracdo via gavagem

Fonte: Autores (2023).

Apols 60 dias de nascimento, os animais dos quatro grupos distintos foram
submetidos aos testes comportamentais, que foram filmados, sendo posteriormente
analisados segundo parametros validados pela literatura.

Ao final do periodo de acasalamento os progenitores foram eutanasiados com
cetamina (0,20 ml) e com xilazina (0,10 ml) seguido de deslocamento da cervical. Apos
0s testes comportamentais, a prole também foi eutanasiada com as mesmas dosagens
que seus progenitores. Todas as carcagas foram acondicionadas a -20° até o momento

de descarte.

4.3 Testes Comportamentais
Os modelos animais sdo utilizados, desde décadas passadas até os dias atuais,

para estudos comportamentais de ansiedade em humanos. Por mais que ndo possa
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basear que, 0s animais experimentais compartilhem dos mesmos sentimentos
analogos a ansiedade dos humanos, porém, ha uma relacdo ampla entre as espécies
através dos mecanismos neurais e fungdes comportamentais semelhante a ansiedade,
que pode ser observado desde a concepgdo de situagbes que sinalizem perigo até a
preparacdo das respostas de defesa, vista principalmente em mamiferos (CRUZ &
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Diferentes modelos etologicamente
fundamentados sdo usados para acessar comportamentos do tipo ansiosos. Em
nossos experimentos utilizamos o Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto.

e Labirinto em Cruz Elevado (LCE): Trata-se de um teste comportamental para
estudo de ansiedade e alguns aspectos relacionados a desordens de panico. O
teste € baseado no comportamento de “conflito de aproximagao-esquiva” do
animal em um ambiente desconhecido somado a preferéncia natural de esquiva
as regides abertas, potencialmente perigosas. A atividade exploratoria é avaliada
por 5 minutos em um aparato elevado 50 cm do solo e formado por dois abracos
abertos (34 x 6,5 cm), que formam uma cruz com dois bragos fechados (34 x 6,5
x 15 c¢cm). Os principais parametros avaliados neste teste sdo a porcentagem de
tempo gasto nos bracos abertos e 0 numero de entradas nos bragos fechados.
Como a resposta de esquiva envolve a aquisicdo de um comportamento em que
0 animal tenta adiar a ocorréncia de um evento aversivo futuro, a diminuicdo do
tempo de permanéncia do animal nos bracos abertos ou aumento de entradas nos
bracos fechados indica comportamento do tipo ansioso. Inicialmente o animal é
colocado no centro do aparato (FIG 9), com a cabeca apontada para o brago
aberto e seus comportamentos sdo gravados por 5 minutos para analise posterior.

Entre cada animal testado, o aparato foi higienizado com alcool 70%.



27

Figura 9: Teste comportamental LCE sendo realizado na prole de G2 em idade adulta.

Fonte: Autores (2022).

e Campo aberto (CA): Trata-se de um dos testes mais utilizados para o
estudo relacionado a comportamentos do tipo ansiosos e atividade
motora em modelos animais. Para este teste utiliza-se um aparato circular
com base de 30 cm de didmetro circundado por uma parede de acrilico
de 30 cm de altura, cuja area (base do aparato) é dividida em quadrantes
periféricos (adjacentes a parede) e centrais. Os animais sdo colocados no
centro do aparato (FIG 10) para o inicio dos testes e 0s comportamentos
expressos pelos animais sdo gravados por 5 minutos para analise
posterior. A cada animal testado, o aparato foi higienizado com alcool
70%. O tempo explorando a periferia, o tempo explorando o centro do
aparato e o numero de vezes que o animal cruzou da periferia para o
centro foram os pardmetros avaliados. Nesse teste, quanto menos
cruzamentos e menos tempo gasto no centro do aparato (area

desprotegida) mais ansioso € considerado o animal.
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Figura 10: Teste comportamental CA sendo realizado na prole de G2 em idade adulta

Fonte: Autores (2022).

4.4 Analise estatistica

Os resultados dos testes comportamentais foram analisados utilizando-se One-
way ANOVA, programa Graphpad Prism 8, sendo os dados expressos como média e
EPM. AlteragOes significativas foram consideradas com p<0,05 e quando ANOVA
mostrou diferencas significativas a analise foi seguida pelo teste post hoc de Newman-

Keuls para comparacéo entre os grupos de interesse.

. RESULTADOS

5.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado
A Figura 11 ilustra a porcentagem do tempo nos bracos abertos dos animais de
cada grupo experimental submetidos ao LCE. Embora os animais do grupo controle
(G1) tenham passado mais tempo explorando os bracos abertos (10,19 + 0,09) que os
animais dos demais grupos G2 (9,27 + 0,02), G3 (3,54 + 0,01) e G4 (2,13 £+ 0,02), a

diferenca ndo foi significativa.

Figura 11: Porcentagem de tempo nos bracos abertos do teste LCE dos 4 grupos experimentais. Os

resultados foram expressos na forma média + EPM.
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Ja em relacdo ao nimero de entrada nos bragos fechados, houve uma diferenca
significativa entre os grupos G2 (10 + 1,50) e G4 (18,50 + 2,15). Para os demais

grupos ndo observamos diferenca significativa (G1 - 12,33 + 2,60 e G3 — 14,42 +
1,97).

Figura 12: Namero de entradas nos bracos fechados dos animais dos 4 grupos experimentais no teste
LCE. *diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao nimero de entradas nos bracos fechados. Os

resultados foram expressos na forma média + EPM.
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5.2 Teste do Campo Aberto
Os resultados representados na figura 13 indicam o tempo que 0s animais

passaram na periferia do aparato. Ndo houve uma diferenca significativa em relacdo aos



30

4 grupos, ou seja, 0s camundongos passaram tempos similares na periferia do aparato
(G1-273,5+7,66; G2 - 256 + 3,03; G3 - 260,75 + 4,59; G4 - 262,66 + 12,91).

Figura 13: Tempo no campo periférico do teste CA dos 4 grupos experimentais. Os resultados foram

expressos na forma média + EPM
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Outro parametro avaliado, o numero de cruzamentos centro-periferia,
representado na figura 14, indica o nUmero de vezes que 0s animais cruzaram o aparato.
O grupo G2 (17,14 + 1,29), demonstrou uma quantidade de cruzamentos maior do que
os demais grupos (G1 - 14 + 4,77; G3 - 14,5 +1,84; G4 - 10,66 + 4,14), porém a

diferenca ndo foi significativa.

Figura 14: Ndmero de cruzamentos centro-periferia do teste CA dos 4 grupos experimentais. Os

resultados foram expressos na forma média + EPM.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo buscamos investigar um possivel efeito neuroprotetor do
resveratrol sobre a prole fémea adulta, quando administrado de forma crdnica, por
gavagem, em mdes desafiadas com antigenos suspensos na vacina influenza trivalente
na idade gestacional E16. Sabe-se que tanto o tipo de insulto imunogénico quanto a fase
da gestacdo em que ele ocorre podem influenciar no neurodesenvolvimento fetal e
predispor ao surgimento de transtornos de humor (SPINI et al, 2020).

Diferentes testes comportamentais tém sido usados para acessar comportamentos
do tipo ansiosos em modelo animal. Labirinto em Cruz Elevado (utilizado para o
conflito entre 0 medo que os roedores tém de altura e espacos abertos e a curiosidade de
explorar um ambiente novo) e Campo Aberto (utilizado como forma de observar a
locomogdo do animal no centro do aparato sendo um parametro mais seletivo para
observar a ansiedade) (CRUZ & LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012) sdo importantes e
0s mais utilizados na obtencéo de resultados para animais com comportamento do tipo
ansioso, cada um com sua especificidade.

Embora esperassemos que a prole das maes desafiadas com os antigenos da
vacina desenvolvesse comportamento do tipo ansioso, diminuindo o tempo de
exploracdo nos bracgos abertos (teste de LCE) e gastando mais tempo na periferia do
aparato (teste CA), nossos resultados ndo mostraram esse efeito ansiogénico da vacina,
ja visto em outros experimentos do nosso laboratorio, porém esses experimentos foram
feitos nos filhotes machos (SPINI et al., 2020). Estudos feitos por Magaji et al (2017)
mostram que o resveratrol apresenta potenciais ansioliticos e antipsicéticos em testes
comportamentais de modelos animais de ansiedade e esquizofrenia. Esperdvamos
também que o resveratrol, devido suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
pré-bidticas, exibisse um efeito neuroprotetor, com atividade ansiolitica, aumentando o
tempo de exploracdo dos bracos abertos no LCE e diminuicdo do tempo gasto na
periferia do aparato, no teste CA. Porém, esse possivel efeito neuroprotetor do
resveratrol ndo foi observado.

Ao longo do projeto, no periodo da pandemia do COVID-19, alguns animais
tiveram que ser eutanasiados antes de comecar 0s experimentos, e no periodo pds
pandemia, quando as atividades no biotério estavam voltando a funcionar, as condi¢des
do experimento ndo foram as mesmas, o biotério entrou em reforma, o que pode ter

ocasionado estresse adicional em algum grupo especifico de animais devido ao barulho,
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uma vez que nem todos os grupos foram conduzidos a0 mesmo tempo e isso pode ter
impactado nos resultados. Teve-se que fazer mais de uma bateria de experimentos para
que cada grupo de fémeas chegassem a um N necessario para fazer as analises
estatisticas e comportamentais.

Em experimento anterior nosso grupo de pesquisa desafiou maes Balb-C
gestantes com vacina influenza trivalente em E16 e as tratou com resveratrol
subcutaneo, encontrando efeito neuroprotetor, manifestado pela diminuicdo dos
comportamentos do tipo ansioso, depressivo e melhora na memdria e sociabilidade
(dados ainda ndo publicados) da prole adulta. O resveratrol usado naquele experimento
foi fornecido pela FIOCRUZ-RJ e apresentou atividade antioxidante, nos testes ORAC
(oxygen radical absorbance capacity) e FRAP (Ferric reducing antioxidant power). No
experimento atual usamos resveratrol manipulado na farmacia Biopharma na cidade de
Uberlandia, uma vez que grande parte da populacdo utiliza capsulas manipuladas de
resveratrol. Entretanto, como ndo foram feitos em nosso laboratério testes para
comprovacdo de sua atividade antioxidante, acreditamos que isso possa ser um dos
motivos para a discrepancia dos resultados obtidos nos dois experimentos.

Além disso, pode-se levantar a hipOtese de outros fatores também terem
influenciado nos resultados analisados, como o estresse materno ao longo do manejo e o
ciclo estral.

Diversos estudos mostram que o0 estresse materno ao longo da gravidez,
principalmente durante a dltima semana de gestacdo, resulta em riscos altos de
desenvolver distarbios psiquiatricos na prole, como a ansiedade (MOURA et al, 2022).
Uma vez que, como citado anteriormente, houve um espacamento entre as primeiras
baterias de testes e as Ultimas, e uma vez que o comportamento animal é altamente
influenciado pelas condi¢cGes ambientais e de manejo, acreditamos que alguns grupos
experimentais possam refletir essa diferenca nas condi¢bes, como observamos para 0s
grupos 3 e 4, que receberam resveratrol e que exibiram mais comportamentos do tipo
ansiosos no teste LCE, assim como G4 no teste de CA.

Camundongos fémeas sdo mais vulneraveis que os machos devido as oscilacdes
hormonais gracas ao ciclo estral. Dados e estudos acerca do ciclo estral afirmam que o
desempenho comportamental desses animais em testes de ansiedade pode variar ao
longo das fases hormonais (CASTILLO et al, 2022). Embora nossa intengdo fosse

determinar a fase do ciclo estral em que cada animal estava, antes dos testes, uma das
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etapas do protocolo de estadiamento falhou e ndo conseguimos fazer essa verificacdo
para todos os animais, 0 que inviabilizou o0 uso dessa informacdo para comparagdo dos

comportamentos entre 0s grupos.

7. CONCLUSAO
E possivel concluir que nas condigcbes usadas nesse experimento, ndo foram
observadas atividade ansiogénica dos antigenos suspensos na vacina influenza trivalente
usados como insulto imunolégico na md em E16, nem atividade neuroprotetora do
resveratrol administrado por gavagem as fémeas gestantes, sobre os comportamentos do

tipo ansiosos na prole de fémeas adultas.
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