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RESUMO

Dentre os disturbios mentais a depressao representa um transtorno frequente ¢ um
importante problema de saude publica. Considerada uma doenga multifatorial, sua etiologia
pode estar associada a fatores genéticos, psicossociais e bioldgicos. Tendo em vista a
complexidade dos processos que ocorrem na gestacdo, perturbacdes ambientais durante esse
periodo podem ativar o sistema imunoldgico materno e provocar alteragdes neuropsiquiatricas
nos descendentes. Entre os compostos naturais, o resveratrol se destaca como um coadjuvante
promissor ao tratamento farmacoldgico classico de doencas como a depressdo, devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Dessa forma, este estudo teve o objetivo de
investigar se a indugdo da ativagcdo imunoldgica maternal provocada pelos antigenos suspensos
na vacina influenza tetravalente, causa alteragdes comportamentais do tipo depressivas na prole
de camundongos fémeas da linhagem Balb/C. Além disso, essa pesquisa buscou também avaliar
o efeito neuroprotetor do resveratrol sob tais prejuizos comportamentais por meio dos testes
Nado For¢ado e Consumo de Sacarose. Para isso, os animais foram divididos em quatro grupos,
sendo: Metil-PBS (filhotes provenientes de maes que receberam carboximetilcelulose 0,5%, de
EO0 a E21 + 1 injecdo intramuscular de PBS em E16); Metil-VAC (filhotes provenientes de maes
que receberam carboximetilcelulose 0,5%, de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular de vacina
influenza tetravalente em E16); RESV-PBS (filhotes provenientes de maes que receberam
resveratrol, de E0 a E21 + 1 inje¢do intramuscular de PBS em E16); RESV-VAC (filhotes
provenientes de maes que receberam resveratrol, de E0 a E21 + 1 injecdo intramuscular de
vacina influenza tetravalente em E16). Os resultados apresentados nesse estudo demonstraram
que nao houve diferenca significativa entre os grupos de animais em relagdo ao tempo de
imobilidade no teste de NF. J4 em relacdo ao teste CS, observou-se um aumento pela
preferéncia de sacarose pelos grupos Metil-VAC e RESV-VAC. Além disso, houve também
um significativo aumento da preferéncia pela solu¢ao de sacarose pelo grupo VCC em relagao
ao grupo RESV. Houve também um significativo aumento da preferéncia pela solucao de
sacarose pelo grupo Metil-VAC em relagdo ao grupo RESV-PBS. Diante disso, podemos
concluir que a exposi¢ao aos antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente ndo provocou
alteragdes comportamentais do tipo depressivas na prole de fémeas adultas, assim como o

resveratrol ndo demonstrou efeito neuroprotetor sob as condi¢des deste experimento.

Palavras-chave: imunoativagdo maternal; vacina influenza tetravalente; depressao;

resveratrol; nado for¢ado; consumo de sacarose.



ABSTRACT

Among mental disorders, depression represents a frequent disorder and an important
public health problem. Considered a multifactorial disease, its etiology may be associated with
genetic, psychosocial and biological factors. Given the complexity of the processes that occur
during pregnancy, environmental disturbances during this period can activate the maternal
immune system and cause neuropsychiatric changes in the offspring. Among natural
compounds, resveratrol stands out as a promising adjunct to the classic pharmacological
treatment of diseases such as depression, due to its antioxidant and anti-inflammatory
properties. Therefore, this study aimed to investigate whether the induction of maternal immune
activation caused by antigens suspended in the tetravalent influenza vaccine causes depressive-
like behavioral changes in the offspring of female mice of the Balb/C lineage. Furthermore, this
research also sought to evaluate the neuroprotective effect of resveratrol on such behavioral
impairments through the Forced Swim and Sucrose Consumption tests. For this, the animals
were divided into four groups, as follows: Methyl-PBS (pups from mothers who received 0.5%
carboxymethylcellulose, from EO to E21 + 1 intramuscular injection of PBS at E16); Methyl-
VAC (pups from mothers who received 0.5% carboxymethylcellulose, from EO to E21 + 1
intramuscular injection of tetravalent influenza vaccine at E16); RESV-PBS (pups from
mothers that received resveratrol, from EO to E21 + 1 intramuscular injection of PBS at E16);
RESV-VAC (pups from mothers who received resveratrol, from EO to E21 + 1 intramuscular
injection of tetravalent influenza vaccine at E16). The results presented in this study
demonstrated that there was no significant difference between the groups of animals in relation
to the immobility time in the NF test. Regarding the CS test, an increase in sucrose preference
was observed in the Methyl-VAC and RESV-VAC groups. Furthermore, there was also a
significant increase in preference for the sucrose solution by the VCC group compared to the
RESV group. There was also a significant increase in preference for the sucrose solution by the
Methyl-VAC group in relation to the RESV-PBS group. Given this, we can conclude that
exposure to antigens suspended in the tetravalent influenza vaccine did not cause depressive-
type behavioral changes in the offspring of adult females, just as resveratrol did not demonstrate

a neuroprotective effect under the conditions of this experiment.

Keywords: maternal immunoactivation; tetravalent influenza vaccine; depression; resveratrol;

forced swimming; sucrose consumption.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Sauade (OMS), estima-se que 1 bilhdo de pessoas
no mundo sdo acometidas por algum tipo de transtorno mental. Tais psicopatologias sdo
responsaveis por desencadearem prejuizos de ambito social e por afetarem o bem-estar do
individuo. Dentre esses disturbios, destacam-se os transtornos ansiosos € depressivos que se
acentuaram principalmente durante a pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2. Neste
cenario, observou-se um aumento de 25% na prevaléncia dessas doengas, incidindo
principalmente entre jovens e mulheres (World Health Organization, 2022).

Conforme o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), os
sintomas caracteristicos dos transtornos depressivos incluem o estado de humor deprimido e a
perda de prazer ou interesse em atividades que normalmente seriam consideradas habituais.
Esses sintomas podem ser acompanhados por alteragdes cognitivas, comportamentais e
neurovegetativas que afetam significativamente a capacidade funcional do individuo. Além
disso, os disturbios de humor podem ser classificados em oito subtipos, sendo o transtorno
depressivo maior (TDM) a condigdo mais recorrente (American Psychiatric Association, 2014).

Em geral, a depressdo atinge aproximadamente 300 milhdes de pessoas no mundo, sendo
considerada uma das principais causas de incapacidade global e um importante problema de
satide publica (World Health Organization, 2017). Por se tratar de uma doeng¢a multifatorial, a
etiologia da depressdo envolve a interagdo de fatores genéticos, psicossociais € biologicos
(Lafer, 1996). Em alguns casos, os transtornos depressivos podem estar associados também a
altas taxas de mortalidade e representa no Brasil, a terceira principal causa de morte em

individuos de 15 a 30 anos (Associagdo Brasileira de Psiquiatria, 2014).

1.1 Alteracdes anatomofuncionais na depressao

Atualmente, diferentes mecanismos celulares, quimicos e enddcrinos tém sido usados para
explicar os processos neurobiologicos relacionados aos transtornos depressivos. No entanto,
para além dessas vias, pesquisas também tém evidenciado uma associacdo entre os aspectos
neuroanatomicos com a etiologia da depressao. Tais mudangas anatomicas sdo observadas em
areas do sistema limbico, conhecidas por serem fundamentais no processamento das emocgdes
(Lima-Ojeda, et al., 2017).

Em relagdo as areas limbicas, estudos de neuroimagem por ressonancia magnética t€ém

demonstrado que pacientes depressivos apresentam uma diminui¢do do tamanho do hipocampo
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quando comparados a individuos ndo deprimidos (Oakes, et al., 2016). Assim, o hipocampo
pode ser considerado uma area importante para a patogénese da depressdo, atuando no
processamento da aprendizagem e memoria. Além do hipocampo, pesquisas também
observaram entre individuos deprimidos uma redug¢ao do volume do cortex pré-frontal, que
regula o pensamento e comportamento, ¢ da amigdala, essencial no controle do humor e

emocdes (Wang, et al., 2022; Liu, et al., 2017).

Hipocampo

Amigdala

Figura 1. Localizago das principais areas envolvidas na modulag¢do do humor.

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender.

Dentre as hipdteses que tentam explicar a neurobiologia da depressdo, destaca-se a teoria
monoaminérgica, associada a deficiéncia de neurotransmissores, tais como a serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) e/ou dopamina (DA) na fenda sinédptica. Essa teoria teve como base a
observacao dos mecanismos de ag¢do dos primeiros farmacos antidepressivos como o0s
inibidores da monoaminoxidase (IMAOs) e antidepressivos triciclicos (ADTs) que atuavam
inibindo a recaptacdo de neurotransmissores ou sua degradacao. No entanto, outras vias também
tém sido estudadas a fim de explicar a etiologia desse transtorno de humor (Vismari et al., 2008;
Gupta & Mahesh, 2018).

Por outro lado, a hipdtese neurotrofica também tem sido amplamente relacionada a
fisiopatologia da depressdo. De acordo com essa teoria, esse disturbio de humor seria
desencadeado pela reducdo dos niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
(Carniel & da Rocha, 2021). Essa neurotrofina promove um importante papel no Sistema
Nervoso Central (SNC), contribuindo para a neurogénese e sobrevivéncia neuronal, além de

regular a plasticidade sindptica (Rana, et al., 2020). Entre os fatores que podem causar a reducao
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da expressdo de BDNF, destaca-se a exposi¢do ao estresse cronico ou agudo que podem
colaborar para a atrofia e diminui¢do da neurogénese hipocampal, bem como para o aumento
da morte neuronal (Galts, et al., 2019).

Ja a hipotese neuroenddcerina, sugere que a patogénese das perturbagdes do humor ocorreria
em decorréncia da hiperativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA). Essa
desregulacao do eixo HHA ocorre em resposta ao estresse, provocando a liberagao do hormonio
liberador de corticotrofina (CRH) que estimula a secre¢ao de hormodnio adrenocorticotrofico
(ACTH) na hipofise anterior. Em consequéncia, o ACTH atua na sintese e liberacao de
glicocorticoides (GC), como o cortisol pela glandula adrenal (Li, et al., 2022). Sendo assim, o
desequilibrio do eixo HHA gera a liberagdo exacerbada de cortisol (hipercortisolemia) e pode
favorecer o desenvolvimento de perturbacdes neuropsiquiatricas como a depressdo (Ali &

Nemerofft, 2020).

hipocampo

"

( cortex adrenal Kr \

r

T ————

Figura 2. Eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal em resposta ao estresse.

Em condigdes normais, os niveis de glicocorticéides sao regulados pelo eixo HHA, através de um mecanismo de
feedback negativo. Entretanto, em condigdes de estresse, tal mecanismo € interrompido, o que leva a uma
hipersecrecgdo de glicocorticoides.

Fonte: Adaptado Mikulska, et al. (2021).

Evidéncias também sugerem que a produgdo exacerbada de radicais livres denominados,
EROs (espécies reativas de oxigénio) e ERNs (espécies reativas de nitrogénio), estd associada

a patogénese de doencas neuropsiquiatricas (Pisoschi, et. al, 2021). Esses radicais livres sdo



12

formados por meio de processos metabdlicos e em baixas concentragdes desempenham
importantes funcdes, pois participam de mecanismos de sinalizagdo e resposta celular (Carocho
& Ferreira, 2013; Valko, et al., 2006). No entanto, a produgdo excessiva dessas moléculas leva
ao estresse oxidativo, ocasionando danos celulares e teciduais, o que contribui para a
patogénese dos transtornos depressivos (Salim, 2017).

Em contrapartida, muito tém se discutido acerca da relagdo entre os processos
neuroinflamatérios e a depressao (Shabab, et al., 2016). Tais processos inflamatorios podem
ser desencadeados a partir de insultos fisicos ou patogé€nicos e contribuir para a ativagao
microglial (Zhang, et al., 2010). No SNC, a microglia exerce uma importante fungdo na
reparacao dos tecidos e defesa do organismo. Entretanto, ao serem ativadas, podem atuar na
inducdo de mediadores pro-inflamatorios, como a interleucina-1p (IL-1P), prostaglandina E2
(PGE2) e o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), além de estimular a expressdao de enzimas
como 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) que contribuem
para a geragdo de espécies reativas (Huang, et al., 2021).

Outros estudos destacam a possivel correlagdo entre o eixo cérebro-intestino e a
etiologia da depressdo, sugerindo que a disbiose, um desequilibrio na microbiota intestinal,
pode interferir na comunicacdo bidirecional entre o sistema digestivo e o SNC (Chang, et al.,
2022). Essa interagdo entre o cérebro e intestino envolve vias metabolicas, enddcrinas, neurais
e imunoldgicas, se estabelecendo durante a vida intrauterina (Goralczyk-Binkowska, et al.,
2022). Nesse contexto, ha fortes evidéncias de que o microbioma materno influencia
diretamente a composi¢do da microbiota do bebé (Figura 3) (Nyangahu & Jaspan, 2019).
Porém, fatores como dieta, habitos de vida, uso de antibidticos € a via de parto podem impactar
a composi¢ao e diversidade da comunidade microbiana materna, bem como a infantil (Milani,

et al., 2017).
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Figura 3. Representagdo das possiveis rotas de colonizagdo da microbiota materna para o bebé.

Fonte: Adaptado Milani, et al. (2017).

1.2 Ativacdo Imune Maternal

Dada a complexidade dos processos que ocorrem no tutero, perturbagcdes ambientais
durante o periodo pré-natal podem acarretar impactos duradouros na descendéncia. Nesse
contexto, a ativagdo imune maternal (AIM) desencadeada por insultos imunogénicos virais ou
bacterianos, estd intimamente associada a alteracdes neuropsiquiatricas na prole (Meyer, 2019).
Tais agentes infecciosos estimulam o aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias (IL-
4, IL-5 IL-6 e IFNy) no meio materno e consequentemente no fetal, interferindo assim, no
refinamento de suas conexdes sindpticas (Ozaki, et al., 2020 & Han, et al., 2021).

Modelos animais de imunoativagdo maternal tém sido estudados a fim de compreender
como os insultos imunogénicos sdo capazes de promover tais psicopatologias (Haddad, et al.,
2020). Nesse contexto, uma grande variedade de imundgenos podem ser administrados
experimentalmente para ativar o sistema imune materno, tais como o acido poliriboinosinico-
poliribocitidilico (Poly(I:C)) e o lipopolissacarideo (LPS), responsaveis por desencadearem
efeitos virais e bacterianos respectivamente (Lu-Culligan & Iwasak, 2020).

Além de substancias imunogénicas, patégenos vivos também podem ser usados como

agentes indutores da AIM, como Toxoplasma gondii, virus influenza e Citomegalovirus (Solek,
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et al., 2017). Ainda, pesquisas em roedores tém demonstrado que os antigenos suspensos da
vacina influenza trivalente (dados ainda nao publicados), bem como o antigeno soluvel de T.
gondii (STAg) poderiam desafiar o sistema imunoldgico materno, causando alteragdes
comportamentais na prole em idade adulta do tipo ansiosos e depressivos, embora ndo causem

a doenca (Spini, et al., 2020).

1.3 Vacina Influenza Tetravalente

Estima-se que a cada ano 1 bilhdo de pessoas no mundo sdo acometidas por infecgdes
causadas pelo virus da gripe (influenza), das quais 3 a 5 milhdes sdo classificados como casos
graves. Pacientes pertencentes ao grupo de risco, como idosos, mulheres gravidas, criangas e
pessoas portadoras de doengas cronicas, podem ainda enfrentar uma gama de complicacdes que
podem levar ao seu obito. Diante disso, a vacinacdo representa um importante instrumento de
saude publica que permite a prevengdo dos impactos causados pela doenga (World Health
Organization, 2019).

Em gestantes, o uso de vacinas contendo agentes atenuados sdo contraindicados, sendo
administrados apenas em casos particulares. Nesse sentido, sao recomendadas vacinas contendo
organismos inativados, representando uma forma benéfica para incitar o sistema imunologico
materno e proteger o feto/neonato, através da transferéncia transplacentdria de anticorpos
(Arora & Lakshmi, 2021). Dentre os imunizantes compostos por virus ndo ativado, destaca-se
a vacina influenza tetravalente, composta por quatro cepas virais, contendo dois subtipos do
virus Influenza A e dois subtipos do virus Influenza B (Instituto Butantan, 2022).

De acordo com estudos epidemiologicos, a esquizofrenia e o transtorno do espectro
autista (TEA) estdo entre as perturbagcdes mais frequentemente associadas a AIM. Entre os
agentes imunogénicos, o Poly (I:C) e LPS sdo comumente usados experimentalmente para
induzir a resposta imune materna, bem como investigar as alteracdes comportamentais na prole
adulta (Bergdolt & Dunaevsky, 2018). Por outro lado, os efeitos da AIM induzida pelos
antigenos suspensos da vacina influenza tetravalente e as possiveis correlagdes com os

transtornos de humor na vida adulta ainda ndo foram totalmente elucidados.

1.4 Resveratrol
O tratamento medicamentoso € a psicoterapia representam as principais medidas
terap€uticas usadas para controlar os sintomas dos distirbios de humor (Wu, et al., 2022).

Contudo, devido aos efeitos adversos, as taxas de adesdo ao uso desses medicamentos muitas
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vezes sdao baixas. Além disso, as terapias farmacologicas podem ter eficdcia limitada, com
poucos pacientes respondendo ao tratamento ou enfrentando um processo de melhora lento
(Krystal, et al., 2019).

Diante disso, diversos compostos naturais vém sendo estudados como coadjuvantes no
tratamento e prevencao dos transtornos de humor, e entre eles, os polifenois se destacam, pois
desempenham importantes acdes na manutencao e fungdo do SNC (Chung et al., 2020; Krystal,
et al., 2019). Dentre esses polifendis, o resveratrol (RSV) (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) tem
sido indicado como uma substancia coadjuvante promissora para o tratamento de doencgas
neuropsiquiatricas, como a depressdo, sendo observado efeitos positivos com a sua
suplementagdo em doses didrias de 15 a 20mg (Leal, et al., 2017; Shayganfard, 2020).

O RSV pode ser encontrado em cerca de 72 espécies de plantas, incluindo amoras,
amendoins, uvas e seus derivados. Trata-se de um composto produzido em resposta ao estresse,
lesdo, radiacdo UV ou infecgdo por patdégenos. Estruturalmente, a substancia apresenta isomeria
geométrica de conformagdo “cis” e “trans” (Figura 4), sendo este ultimo, considerado a forma
biologicamente ativa associada aos efeitos terapéuticos, bem como altamente fotossensivel

(Meng, et al., 2021; Kiskova, et al., 2020; Shaito, et al., 2020).

OH

G\ O =
HO

(a) (b)

Figura 4. Estrutura quimica do resveratrol trans (a) e cis (b).

Fonte: Meng, et al., 2021.

O composto apresenta diferentes propriedades biologicas tal como cardioprotetoras,
anticarcinogénicas, antibacterianas e antifungicas (Alesci, et al., 2022; Vestergaard & Ingmer,
2019). Além das propriedades citadas, a substincia demonstra um importante efeito
neuroprotetor, decorrente de sua a¢cdo antioxidante e anti-inflamatéria. Nesse contexto, o RSV
atua na defesa contra a geracdo de EROs, além de modular a expressdo de enzimas
antioxidantes, como superdxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e heme oxigenase-

1, responsaveis por manter a homeostase celular (Truong, 2018).
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Da mesma forma, o RSV também demonstra a capacidade de proteger os neurdnios
hipocampais contra danos oxidativos causados pelo 0xido nitrico, bem como inibir a agdo de
enzimas associadas ao desequilibrio oxidativo, como a quinona redutase 2 (Shayganfard, 2020).
Adicionalmente, o composto exibe fun¢des anti-inflamatorias, estimulando a ativagdo de
sirtuinas (SIRT), especificamente a isoforma SIRT 1, que atua na redugao dos niveis de citocinas
pro-inflamatodrias através da inibicdo da via do fator nuclear kaapa B (NF-«f) e da proteina
ativadora-1 (AP-1) (Moraes, et al., 2020; Manna, et al., 2000).

Ademais, o RSV também contribui para a diminui¢do da neuroinflamagdo, suprimindo a
ativacao microglial e modulando a expressao da atividade de COX-2 (Huang, 2020; Elshaer, et
al., 2018). Além de tais fung¢des, o composto pode ainda, desempenhar um papel como pré-
bidtico, inibindo a proliferacdo de bactérias nocivas como Enterococcus faecalis e estimulando
o crescimento de bactérias benéficas pertencentes ao género Lactobacillus e Bifidobacterium
(Chung, et al., 2020). Dessa forma, ao serem consumidos em quantidades adequadas, conferem
uma série de beneficios ao organismo, de modo a contribuir para a saude do trato

gastrointestinal e assim fortalecendo o eixo intestino-cérebro (Zhou, et al., 2020).

2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que o estresse pré-natal vem sendo associado ao desenvolvimento de
varios transtornos psiquidtricos, como os transtornos de humor, estudos nessa area podem
auxiliar no desenvolvimento de estratégias terapfuticas capazes de minimizar os impactos
neuroldgicos provenientes da ativacdo imune maternal.

Ademais, dentre os possiveis avangos que tal estudo pode gerar, destaca-se o
entendimento do papel do resveratrol, um composto fendlico presente principalmente na casca
da uva roxa, como um composto coadjuvante potencialmente promissor para o tratamento e
prevencdao de comportamentos depressivos na prole, devido suas atividades antioxidantes e

anti-inflamatorias.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar a hipdtese de que a ativacdo imunoldgica maternal induzida pelos antigenos
suspensos na vacina influenza tetravalente estd associada ao desenvolvimento de alteragdes

comportamentais da prole adulta do tipo depressivas e avaliar o efeito neuroprotetor do
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resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) administrado durante a gestacdo contra tais

prejuizos.

3.2 Objetivos Especificos
e Investigar se a exposicao aos antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente em
camundongos em idade gestacional E16 provoca alteracdes comportamentais na prole
adulta do tipo depressivas por meio dos testes comportamentais nado forgado e consumo
de sacarose.
e Avaliar a agdo neuroprotetora do resveratrol administrado por gavagem durante a
gestacdo, sob os comportamentos do tipo depressivos na prole de camundongos fémeas

em idade adulta.

4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram disponibilizados pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), camundongos da linhagem Balb/C, sendo um total de 12 machos
e 24 fémeas. Os animais foram alojados em caixas de polisulfona (31,6 x 21,5 x 20,7 cm) e
mantidos em um regime de luz padrdo (12h:12h, claro: escuro) com livre acesso a ragdo e dgua.
Os procedimentos experimentais (Figura 5) foram realizados considerando o bem-estar dos

animais com a aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFU sob o

protocolo 055/19.

Resveratrol ou carboximetilcelulose

I 1
Antigenos da vacina
influenza tetravalente

ou PBS
l EQ E27 P&0
Ei‘o
Acasalamento  Visualizagéo da Nascimento Testes
rolha vaginal dos filhotes comportamentais

Figura 5. Linha de tempo experimental.

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender.
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4.2 Acasalamento

Para obtencao dos filhotes, os camundongos foram colocados para acasalar, mantendo
a proporcao de duas fémeas para um macho, observando diariamente a rolha vaginal (tampao
vaginal formado pela mistura de secrecdo vaginal com sémen) (Figura 6), sendo demarcado o

dia de sua observacdo como o dia zero de gestacao (EO).

Figura 6. Rolha vaginal.

Fonte: Imagem da autora.
4.3 Desmame dos filhotes
Os filhotes foram mantidos juntos a mae para a amamentacdo e submetidos ao desmame
apds um periodo de 21 dias. Em seguida, realizou-se a sexagem de cada um dos grupos
experimentais, sendo separados em machos e fémeas, baseado na distdncia ano-genital (maior
nos machos do que nas fémeas). No entanto, para este estudo, foram utilizadas apenas as
fémeas, enquanto os filhotes machos oriundos dos tratamentos descritos acima, foram utilizados

em outro projeto.

4.4 Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, de acordo com o seguinte
delineamento: Metil-PBS- fémeas (n= 6) provenientes de maes que receberam
carboximetilcelulose 0,5%, de EO a E21 + 1 inje¢do intramuscular de PBS em E16; Metil-VAC-
fémeas (n= 7) provenientes de maes que receberam carboximetilcelulose 0,5%, de EO a E21 +
1 injecdo intramuscular de vacina da influenza tetravalente em E16; RESV-PBS- fémeas (n=

8) provenientes de maes que receberam resveratrol, de EO a E21 + 1 inje¢@o intramuscular de
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PBS em E16; RESV-VAC- fémeas (n= 6) provenientes de maes que receberam resveratrol, de
EO0 a E21 + 1 inje¢do intramuscular de vacina influenza tetravalente em E16.

O resveratrol ou a carboximeticelulose 0,5% foram administrados durante a gesta¢do
uma vez ao dia, por gavagem (Figura 7), no volume de 100 pL/g, sendo utilizado como veiculo
para a preparagdo do resveratrol (40 mg/kg) a carboximeticelulose 0,5%. Ja em E16 (periodo
de potencial vulnerabilidade a desordens mediadas pela AIM), as fémeas gestantes receberam
via intramuscular os antigenos suspensos da vacina contra influenza tetravalente, Fluarix® Tetra

(15 mcg/cepa/mL) ou PBS na concentracdo de 1mL/g por peso do animal.

Figura 7. Procedimento de gavagem.

Fonte: Imagem da autora.

4.5 Testes Comportamentais

Os testes comportamentais de NF e CS, usados para acessar comportamentos do tipo
depressivos, foram realizados 60 dias apds o nascimento da prole (P60) nas salas de
comportamento animal da Rede de Biotérios da UFU. Além disso, para a realizacdo das

analises, os testes de nado for¢cado foram filmados.
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4.5.1 Nado forcado

O Teste de Nado Forgado (NF) consiste em observar a imobilidade em roedores, o que
corresponde a um estado de desespero comportamental (Yankelevitch-yahav et al., 2015). Para
a realizagdo do teste, os camundongos foram colocados em um recipiente cilindrico (33 cm de
diametro) (Figura 8) preenchido com uma coluna de agua de 39 cm (25 - 27°C) e trocada entre
cada animal. Os roedores foram colocados individualmente no recipiente e durante a fase de
pré-teste foram mantidos em nado durante 15 minutos.

Na fase de teste, apds um periodo de 24h, os camundongos foram colocados novamente
no cilindro e seus comportamentos foram filmados por 5 minutos. Os videos foram analisados,
buscando observar a imobilidade (quando o animal permanece flutuando, realizando
movimentos apenas para manter sua cabeca acima da superficie). Além disso, apos a exposicao
dos camundongos ao teste, eles foram secos com uma toalha antes de retornarem para suas

caixas de criacao.

39cm —

Figura 8. Teste Nado forgado (NF).

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender.

4.5.2 Consumo de Sacarose
O teste de consumo de sacarose (CS) (Figura 9) busca avaliar a anedonia em roedores
(perda de interesse ou prazer), um comportamento indicativo de depressdo, além de quantificar

o percentual de consumo e preferéncia por sacarose (Primo et al., 2023). Durante o teste, os



21

animais foram acondicionados em caixas individuais em um periodo de quatro dias. No
primeiro dia, foi oferecido aos camundongos um bebedouro contendo 300mL de solucao
sacarose 2% em agua filtrada e, no dia seguinte, foram retirados, sendo ofertado apenas agua
pura por 24h. No terceiro dia, foram disponibilizados de forma simultanea dois bebedouros, um
contendo 300mL de dgua e outro com 300mL de solugdo sacarose 2%. Para evitar um efeito de
preferéncia por um dos lados da caixa, os bebedouros foram trocados de posi¢ao apds um
periodo de 2h e assim, no quarto dia, retirados e pesados.

Para avaliar o consumo de sacarose, calculou-se a diferenga entre a quantidade
disponibilizada e o total de liquido consumido. Os bebedouros foram pesados antes e depois de

sua exposi¢do aos camundongos, ndo sendo realizado a filmagem do teste.

1° DIA 2°DIA I"DIAE & DIA

SACAROSE 2% AGUA SACAROSE 2% E AGUA

Pesagem dos bebedouros

Figura 9. Teste consumo de sacarose (CS).

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender.

4.7 Eutanasia

Os animais foram submetidos ao procedimento de eutandsia, por administracdo via
intraperitoneal de cetamina (0,20 ml) e xilazina (0,10 ml), seguida de deslocamento cervical.
As maes foram eutanasiadas logo ap6s o desmame, enquanto os filhotes foram eutanasiados

apos os testes comportamentais, garantindo o bem-estar animal.
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4.8 Analise Estatistica

Os resultados dos testes comportamentais foram expressos na forma de média + erro
padrao da média (EPM) e analisados por ANOVA One-Way. Alteragdes significativas foram
consideradas com p<0,05 e quando ANOVA indicou diferencas significativas procedeu-se com

o pos-teste de Newman Keuls para comparagdo entre os grupos de interesse.

5. RESULTADOS

5.1 Teste Nado Forcado

O teste NF demonstrou que ndo houve diferenca em relagdo ao tempo de imobilidade
significativa entre os grupos de animais (Metil-PBS: 49,62s + 7,60; Metil-VAC: 40,78s + 3,36;
RESV-PBS: 31,62s + 3,66s ¢ RESV-VAC: 32,91s + 4,06), embora tenha sido observado um
menor tempo de imobilidade nos grupos RESV-PBS e RESV-VAC (Figura 10).

Metil-PBS: Carboxi + PBS
Metil-WVAC: Carboxi + Vacina
RESV-PBS: Resveratrol+FPBS
80+ RESV-VAC:
Resveratrol+Vacina

Teste de nado forcado

Tempo de imobilidade (s)

Figura 10. Tempo de imobilidade em segundos dos grupos experimentais.

Os dados foram expressos em média + EPM.

5.2 Teste Consumo de Sacarose
Em relacdo a preferéncia por sacarose, observou-se que os grupos Metil-VAC (46,68g + 0,19)
e RESV-VAC (44,91g £ 0,71) apresentaram uma maior preferéncia pela solugdo de sacarose

em comparacao com o grupo Metil-PBS (42,00g + 0,08), mostrando diferenga significativa
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(p<0,05). Por outro lado, houve também um significativo aumento pela preferéncia de

sacarose pelo grupo Metil-VAC em relagdo ao grupo RESV-PBS (43,63g + 0,82) (Figura 11).

Metil-PBS: Carboxi + PBS
Metil-VAC: Carboxi + Vacina
RESVY-PBS: Resveratrol+PBS
RESV-VAC:
Resveratrol+Vacina

PREFERENCIA PELA
SACAROSE

Lo
L=
1

N
L=}
1

(4]
=)
1

M
L=}
1

CONSUMO DE SACAROSE (g)/
CONSUMO TOTAL DE LIQUIDO (g)

Figura 11. Preferéncia pela sacarose 2% entre os grupos experimentais.

Os dados foram expressos em média = EPM. Os asteriscos e hashtag representam os resultados que

apresentaram diferenga estatisticamente significativa, (p<0,05).

6. DISCUSSAO

Neste trabalho os animais foram submetidos aos testes de NF e CS, buscando investigar
se a exposicao aos antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente predispoe a alteracdes
comportamentais do tipo depressivas em camundongos fémeas em idade adulta, além de avaliar
a atividade neuroprotetora do RSV administrado por gavagem sob estes eventuais danos.

O teste de natacdo forcada representa um modelo muito usado para estudos de
comportamentos do tipo depressivos em roedores, além de ser considerado uma importante
ferramenta para a triagem de agentes antidepressivos (Ripoll, et al., 2003). No teste, os animais
sdo colocados em um recipiente cilindrico contendo 4gua, onde s3o observados
comportamentos passivos, como a imobilidade ou flutuagdo, bem como comportamentos

ativos, como a natacdo. Assim, espera-se que a administracdo de compostos com atividade
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antidepressiva diminua a duragdo de comportamentos passivos € aumentem a duragdo dos
comportamentos ativos (Bogdanova, et al., 2013).

No presente estudo, esperdvamos que o tratamento com antigenos suspensos na vacina
tivesse um efeito de inducao de comportamentos do tipo depressivos na prole, aumentando o
tempo de imobilidade em Metil-VAC e que o tratamento das maes com resveratrol revertesse
tais prejuizos, diminuindo o tempo de imobilidade em RESV-PBS e RESV-VAC. Em nossos
resultados observamos de fato uma diminui¢dao no tempo de imobilidade dos grupos RESV-
PBS e RESV-VAC, mas a diferenga nao demonstrou ser estatisticamente significativa, assim
como nos demais grupos.

Por outro lado, assim como o teste de natagdo forcada, o CS também ¢é usado em
modelos de depressdao em roedores. O teste consiste na livre escolha dos animais entre dois
bebedouros, um contendo 4gua e outro contendo sacarose. Os roedores tendem a escolher
naturalmente a solug@o de sacarose, no entanto, a redu¢do do consumo por essa solugao indica
um estado de anedonia, o que pode ser interpretado como um comportamento do tipo depressivo
(Hao, et al., 2019).

No CS, esperdvamos que a prole proveniente de maes tratadas com os antigenos
suspensos na vacina desenvolvessem comportamentos do tipo depressivos, apresentando uma
menor ingestao por sacarose € que o resveratrol, devido seu efeito neuroprotetor, aumentasse
essa preferéncia. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho ndo demonstraram tais efeitos,
embora em experimentos anteriores do nosso grupo de pesquisa (dados ainda ndo publicados)
terem observado resultados favoraveis com o uso do RSV (via intradérmica) e com o uso dos
antigenos na vacina.

Estudos prévios em nosso grupo, demonstraram que a administragdo dos antigenos
presentes na vacina durante a gestacdo foi capaz de desencadear comportamentos do tipo
ansiosos e depressivos em uma prole de machos da linhagem Balb/C através dos testes de NF
e labirinto em cruz elevado (Spini, et al., 2020). De maneira similar, usando outro tipo de insulto
imunologico, Depino (2015) constatou por meio dos testes de NF e de suspensdo da cauda que
a exposicao pré-natal ao LPS em E9 promoveu efeitos semelhantes a ansiedade e depressdao em
camundongos machos da linhagem C57BL/6.

Por outro lado, diversos trabalhos tém verificado a acdo do RSV nos comportamentos
do tipo depressivos em roedores submetidos ao protocolo de induc¢do do estresse cronico
imprevisivel e moderado (ECMI). Estudos de Liu e colaboradores (2014), demonstram que a
exposi¢do ao ECMI induziu comportamentos semelhantes a depressdo em ratos machos da

linhagem Wistar, além de promover a hiperatividade do eixo HHA, bem como a diminui¢do
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dos niveis de BDNF na amigdala e hipocampo. Dessa maneira, a administracdo intraperitoneal
de RSV reverteu as anormalidades associadas a depressao, diminuindo o tempo de imobilidade
e aumentando a ingestao de sacarose por esses animais.

No trabalho realizado por Gu et al. (2019), fémeas de camundongos C57BL/6 expostas
ao ECMI, exibiram comportamentos do tipo depressivos, manifestados por meio do aumento
no tempo de imobilidade e reducdo da preferéncia por sacarose. Adicionalmente, observou-se
baixos niveis de DA e 5-HT no coértex pré-frontal desses animais quando comparados aos
camundongos nao expostos ao estresse. Dessa forma, o tratamento cronico com RSV via
subcutanea demonstrou por meio dos testes comportamentais melhorar os prejuizos observados.

Neste experimento, administramos o RSV ou a carboximetilcelulose por gavagem,
durante 21 dias, o que pode ter influenciado nos resultados observados, sendo uma fonte de
estresse aos animais. Além disso, em experimentos anteriores, 0 RSV usado teria sido fornecido
pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) com atividade antioxidante comprovada pelos testes
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).
Entretanto, no presente estudo, optamos por usar o RSV manipulado pela farmacia Biopharma,
situada em Uberlandia, ndo passando pelos testes mencionados.

Ademais, outro fator que pode ter influenciado nos resultados obtidos seria a fase do
ciclo estral em que as fémeas submetidas aos testes se encontravam. De acordo com Meziane
et al. (2007), as flutuagdes hormonais que ocorrem durante as quatro fases do ciclo estral
(proestro, estro, metaestro e diestro) podem impactar os comportamentos dos roedores e em
consequéncia, interferir na interpretagdo dos resultados experimentais. Contudo, como uma das
etapas do protocolo histologico para estadiamento do ciclo estral ficou comprometida em
nossos experimentos, os resultados nao puderam ser comparados entre os grupos, ndo sendo

usado em nossas analises.

7. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que, sob as condigdes
experimentais do atual estudo, a exposicdo aos antigenos suspensos na vacina influenza
tetravalente de maes tratadas em E16 ndo provocou alteragdes comportamentais do tipo
depressivas na prole de fémeas adultas. Além disso, o resveratrol administrado via gavagem as

fémeas gestantes de EO a E21 ndo demonstrou efeito neuroprotetor.
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