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RESUMO

Os transtornos mentais sdo um importante problema de saude pablica, impactando
na economia mundial. Eventos que ocorrem durante a gravidez e que ativam o sistema
imunolégico materno (ativacdo imunolédgica materna) podem predispor a alteracbes no
comportamento da prole adulta, causando disturbios como depressdao, ansiedade,
esquizofrenia e autismo. O resveratrol, substancia encontrada na casca da uva roxa, tem
sido considerado um tratamento promissor devido seus efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios. Esse projeto de pesquisa avaliou o efeito da vacina influenza tetravalente
como agente indutor da ativacdo imunologica materna em camundongas Balb C gestantes
e seu impacto sobre comportamentos relacionados a sociabilidade e memdria, na prole
fémea adulta, por meio dos testes de interacdo social e reconhecimento do objeto;
investigou um possivel efeito neuroprotetor do resveratrol, administrado por gavagem nas
maées gestantes, na prole fémea adulta, segundo o delineamento: G1: Méaes que receberam
carboximetilcelulose a 0,5% por gavagem (1 dose de 100 uL por dia), de EO a E21 + 1
injecdo intramuscular de PBS em E16 (1 pL/g); G2: Mé&es que receberam
carboximetilcelulose a 0,5% por gavagem (1 dose de 100 pL por dia), de E0O a E21 + 1
injecdo intramuscular de vacina influenza tetravalente em E16 (1 pL/g); G3: Maes que
receberam resveratrol por gavagem (1 dose de 100 pL por dia), de EO a E21 + 1 injecdo
intramuscular de PBS em E16 (1 pL/g); G4: Maes que receberam resveratrol por gavagem
(1 dose de 100 pL por dia), de EO a E21 + 1 inje¢&o intramuscular de vacina influenza
tetravalente em E16 (1 pL/g). As fémeas quando atingiram idade adulta, tiveram seus
comportamentos avaliados nos testes de Reconhecimento de objetos (RO) e de Interacédo
social (IS). No teste de RO a andlise estatistica mostrou que para os diferentes grupos, os
animais ndo distinguiram entre o objeto novo (ON) e o objeto familiar (OF), uma vez que
ndo houve diferenca significativa no tempo de exploragéo dos dois objetos. No teste de
Sociabilidade (T1 de 1S), os animais de G1 interagiram significativamente mais com o
animal desconhecido (A) do que com a gaiola vazia (C), validando o grupo controle (p <
0,05). Em G4, o resveratrol teve efeito favoravel, ou seja, os animais interagiram
significativamente mais com (A) do que com (C) (p < 0,05). No teste de Preferéncia por
novidade social (T2 de IS), os animais de G1 interagiram significativamente mais com o
animal desconhecido (A) do que com o animal familiar (C), validando o controle (p <
0,05). Os demais grupos ndo obtiveram uma diferenca significativa neste teste.



Palavras chaves: Ativacdo Imunoldgica Materna (AIM), Resveratrol, Vacina Influenza

Tetravalente, Memoria, Sociabilidade.
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ABSTRACT

Mental disorders are an important public health problem, impacting the world
economy. Events that occur during pregnancy and that activate the maternal immune
system (maternal immune activation) can predispose to changes in the behavior of adult
offspring, causing disorders such as depression, anxiety, schizophrenia and autism.
Resveratrol, a substance found in the skin of purple grapes, has been considered a
promising treatment due to its antioxidant and anti-inflammatory effects. This research
project evaluated the effect of the tetravalent influenza vaccine as an agent that induces
maternal immune activation in pregnant Balb C mice and its impact on behaviors related
to sociability and memory, in adult female offspring, through social interaction and object
recognition tests. ; investigated a possible neuroprotective effect of resveratrol,
administered by gavage to pregnant mothers, in adult female offspring, according to the
design: G1: Mothers who received 0.5% carboxymethylcellulose by gavage (1 dose of
100 pL per day), from EO to E21 + 1 intramuscular injection of PBS at E16 (1 puL/g); G2:
Mothers who received 0.5% carboxymethylcellulose by gavage (1 dose of 100 pL per
day), from EO to E21 + 1 intramuscular injection of tetravalent influenza vaccine at E16
(1 pL/g); G3: Mothers who received resveratrol by gavage 1 dose of 100 pL per day),
from EO to E21 + 1 intramuscular injection of PBS at E16 (1 pL/g); G4: Mothers who
received resveratrol by gavage (1 dose of 100 uL per day), from EO to E21 + 1
intramuscular injection of tetravalent influenza vaccine at E16 (1 pL/g). When females
reached adulthood, their behaviors were evaluated in the Object Recognition (RO) and
Social Interaction (SI) tests. In the RO test, statistical analysis showed that for the
different groups, the animals did not distinguish between the new object (ON) and the
familiar object (OF), since there was no significant difference in the exploration time of
the two objects. In the Sociability test (T1 of IS), G1 animals interacted significantly more
with the unknown animal (A) than with the empty cage (C), validating the control group
(p < 0,05). In G4, resveratrol had a favorable effect, that is, the animals interacted
significantly more with (A) than with (C) (p < 0,05). In the Preference for social novelty
test (T2 of 1S), G1 animals interacted significantly more with the unfamiliar animal (A)
than with the familiar animal (C), validating the control (p < 0,05). The other groups did
not obtain a significant difference in this test.
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1. INTRODUCAO

Transtornos mentais estdo entre as doencas que mais atingem a populacéo
mundial. Dados alertam que uma em cada oito pessoas no mundo sofre de algum
transtorno mental (OMS, 2022). Transtorno mental € uma sindrome identificada por
alteracdes na cognicdo, nas emog¢des ou no comportamento de um individuo devido as
modificacdes psicologicas, bioldgicas ou de desenvolvimento (Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos mentais, 2014).

Dessa forma, fazem parte: depresséo, ansiedade, transtorno bipolar, esquizofrenia,
transtorno do espectro autista, deméncia, transtorno obsessivo compulsivo, transtorno de
déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH), transtornos relacionados a trauma e
estressores, entre outros (Associacdo Psiquiatrica Americana, 2014).

A depressdo € uma das principais causas de incapacidade no mundo, com
aproximadamente 300 milhdes de afetados, sendo as mulheres mais acometidas que 0s
homens. O total de pessoas vivendo com transtorno afetivo bipolar é cerca de 60 milhdes.
O ndmero de casos de esquizofrenia é cerca de 23 milhdes. Em relagdo ao autismo,
acredita-se que uma em cada 160 criangas tenha transtorno do espectro autista
(Organizacdo Mundial da Saude, 2019).

Segundo dados da OMS divulgados em 2017, o Brasil é o segundo pais com maior
namero de depressivos nas Ameéricas (com 5,8% da populacao), perdendo apenas para 0s
Estados Unidos (com 5,9% de individuos com depressao). O Brasil também é o pais com
maior nimero de ansiosos em toda a América, aproximadamente 9,3% da populacao
(Organizacdo Mundial da Saude, 2017).

Em alguns distarbios mentais tanto a sociabilidade como a meméria pode ser
afetada. Um dos critérios para caracterizar o transtorno do espectro autista é o prejuizo
que ocorre na comunicagdo social e interacdo social (Associacdo Psiquiatrica Americana,
2014). Além disso, segundo a literatura, em alguns casos de depressdo a mesma €
confundida com deméncia, pelo fato de que em ambas ha déficits de memdria. Acredita-
se que de 1% a 31% dos pacientes com deméncia tenham na verdade o transtorno
depressivo atrelado a dificuldade de memdria (Ferreira et al., 2019 apud Katzman et al.,
1988).

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é caracterizado por déficits na

sociabilidade e por expressar comportamentos ou interesses restritos, repetitivos e
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sensorial-motor incomuns. Além disso, deficiéncia intelectual, disturbio da linguagem,
epilepsia, ansiedade, depressdo e insdnia sdo comuns (Hirota & King, 2023). Algumas
linhas de pesquisa demonstraram que fatores genéticos e ambientais podem interferir no
desenvolvimento de alteragOes no circuito neural, assim desenvolvendo a TEA (Soares,
2014).

O transtorno de ansiedade social (TAS) é um transtorno de ansiedade comum
caracterizado pelo medo persistente de situacGes sociais (Boudjafad et al., 2022).
Ademais, disturbios de ansiedade podem levar a incapacidade de regular a memoria e a
dificuldade de processar emog0es, a linguagem e a atencdo (Sussman et al., 2016).

Uma das principais teorias que explicam a depresséo é a das monoaminas, na qual
a deficiéncia das monoaminas (dopamina, norepinefrina, serotonina) desencadearia um
quadro depressivo no paciente. Por conta de tal teoria, os principais antidepressivos
possuem certa relagdo com as monoaminas citadas acima e aumentam a neurotransmisséo
das mesmas (Stahl, 1998). Alguns outros provaveis fatores responsaveis para a
manifestacdo da depressdo sdo a reducdo da neuroplasticidade e neurogénese, 0 aumento
de inflamacdes e alteracbes no eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (Dean & Keshavan,
2017).

Figura 1: Hip6tese monoaminérgica da depresséo

| Normal | | Depressao |

a Pré-Sinaptico b Pré-Sinaptico

/O\

W \ /
ﬂ‘b% m— / m’\O«l{.» JL_S"L/
g f§%§§%w% ””M%zém%%%w

Pos-Sinaptico Pos-Sinaptico

Fonte: Cunha, 2013.
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Em relagcdo a ansiedade, neurotransmissores como o GABA, serotonina e
noradrenalina estdo envolvidos na regulacdo por meio do sistema limbico. Alteracdes no
funcionamento de estruturas neuroanatdémicas nas regides que modulam o medo e
emocdes, como a amigdala, o hipocampo e cortex pré-frontal principalmente, também
parecem ter envolvimento no desenvolvimento desse transtorno (Lima et al., 2020).

Os transtornos mentais no geral podem ser causados por fatores genéticos e por
fatores ambientais, como o estilo de vida agitado e estressante das metropoles, sobrecarga
no trabalho, busca por um bom desempenho académico, os quais afetam principalmente
mulheres por estarem sobrecarregadas desempenhando tanto papéis sociais como
familiares (Neme & Lipp, 2010). Desse modo, mulheres gravidas ficam ainda mais
susceptiveis ao estresse, e fatores ambientais estressantes durante a gestacdo podem
influenciar no desenvolvimento do encéfalo do feto, provocando doengas
neuropsiquidtricas posteriormente (Markham & Koenig, 2011).

A Ativacdo Imunologica Materna (AIM) refere-se a ativacdo do sistema
imunolégico maternal, que ocorre durante a gestacdo, por diferentes fatores
imunogénicos, como o virus influenza, herpes virus, Toxoplasma gondii, LPS, dentre
outros (Mcallister & Estes, 2016). Muitos estudos induzem a ativacdo imunolégica
materna em roedores, principalmente em camundongos, e mais recentemente em ratos,
usando uma variedade de estimulos inflamatorios, incluindo o virus influenza (Shi;
Fatemi & Sidwell, 2003). Com isso, existem fortes associagdes entre a exposi¢do a
infec¢Oes durante a gravidez e um maior risco de a prole desenvolver esquizofrenia e
autismo (Knuesel et al., 2014).

Uma das teorias € que a AIM ocasiona a producdo de citocinas (pequenas
proteinas que atuam como mediadores quimicos na sinalizacdo entre células durante uma
resposta imune) que ao atravessarem a placenta irdo interferir no neurodesenvolvimento
fetal (Figura 1). Além disso, a prole proveniente de mées que durante a gestacdao foram
submetidas a estresse exibem neuropatologias em diversas fases da sua vida adulta como:
espessura cortical reduzida, tamanho ventricular aumentado, déficits na densidade da
coluna dendritica (Mcallister & Estes, 2016).
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Figura 2: Alterac6es imunoldgicas na placenta e no cérebro fetal em resposta a inflamac&o sistémica

durante a gravidez, resultando em disfuncdo do desenvolvimento neuronal na prole
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Fonte: Adaptado de Zawadzka; Cieslik & Adamczyk, 2021.

As citocinas fazem a sinalizacdo para que células desnecessarias ou defeituosas
sofram apoptose. Elas atuam principalmente de forma local, no entanto seus efeitos
podem se estender para a via sistémica. Dessa forma, a agdo das citocinas em resposta a
uma infeccdo durante a gestacdo pode afetar o desenvolvimento neuroldgico do feto
(Soares, 2014). Estudos sugerem que a ativacdo imunologica materna afeta o
neurodesenvolvimento fetal através da interleucina-6, a qual pode predispor a
esquizofrenia (Smith, et al. 2007).

Muitas das citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-6 e IL-1f podem
modular funcdes que irdo colaborar para um quadro depressivo (Jia; Gao & Hu, 2021). A
neurogénese esta ligada a citocinas pro-inflamatorias e a neuroinflamacdo. Receptores
pro-inflamatorios de citocinas estdo associados a regides importantes para a cognicéo,
como o hipocampo (Kim et al., 2016).

H& algumas outras teorias que tentam explicar as vias pelas quais os insultos
durante a gestagdo podem ser capazes de causar danos neuronais na prole, essas colocam
como provavel causa o estresse oxidativo, alteragcbes na microbiota intestinal, além da
liberacdo de citocinas que foi citada acima. O estresse oxidativo € um desequilibrio entre

o nivel de oxidantes e antioxidantes no ser vivo favorecendo um ndmero excessivo de
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radicais livres, causando danos oxidativos em células e tecidos. Células sdo expostas aos
oxidantes de fontes exdgenas (gas ozonio, altas concentraces de oxigénio, bactérias
patogénicas, radiacdo, virus) ou enddgenas (enzimas que sdo capazes de produzir
indiretamente espécies reativas ao oxigénio). Logo, quando o organismo ndo consegue
neutralizar as espécies reativas ao oxigénio (EROS), acontece 0 estresse oxidativo
(Soares, 2014).

Figura 3: Estresse Oxidativo

[ ]
[ ]
. -
. Radicais livres Célula com
Célula normal R . .
atacando a célula estresse oxidativo

Fonte: University of Michigan, 2020.

A peroxidacdo lipidica € uma reacdo em cadeia entre os &cidos graxos poli-
insaturados e EROS, os produtos dessa peroxidacdo sdo considerados altamente
citotoxicos. Estudo feito com criancas autistas e seus irmdos ndo autistas
(desenvolvimento tido como normal), mostrou uma peroxidacéo lipidica aumentada no
plasma das criancas autistas (Chauhan et al., 2004).

Em relacdo ao eixo microbiota-intestino-cérebro, sabe-se que durante a gravidez
ocorre 0 primeiro contato com microorganismos maternos que influenciam a imunidade
fetal, tal contato pode ocorrer através da vagina, intestino e leite materno (Figura 2).
Algumas exposi¢oes e eventos durante a gestacdo sdo determinantes para a predisposi¢ao
de doencas na prole no decorrer da sua vida, como exemplo, a obesidade, a dieta materna,
estresse, toxinas e tabagismo, os quais podem atuar através de alteracées no metabolismo,
epigenética e/ou microbiota (Nyangahy & Jaspan, 2019).

A microbiota intestinal € um importante modulador da funcdo e comportamento
cerebral. Animais criados desprovidos da colonizagdo microbiana (livres de germes, GF)
ou esgotados do microbioma (tratados com antibidticos, ABX) exibem neurofisiologia e
comportamento alterados em comparagdo com controles convencionalmente colonizados

(livres de patdgenos especificos, SPF) (Vuong et al., 2020).
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Desequilibrios na microbiota intestinal materna, em resposta a desafios como a
infeccdo, a dieta alterada e o0 estresse durante a gravidez tem sido cada vez mais
associados a anormalidades na funcdo cerebral e no comportamento da prole. Durante a
gravidez, a microbiota intestinal materna regula os metabdlitos, ndo apenas no
compartimento materno, mas tambeém no proéprio feto, incluindo o cérebro fetal (Vuong
et al., 2020).

Em um estudo com roedores, a ingestdo do probidtico Lactobacillus helveticus
NS8 por mées no periodo de E13 a E22 da gestacdo demonstrou reduzir a ansiedade na
prole (Niu et al., 2020). Em relagdo ao comportamento social, 0 mesmo se reduziu na
prole de mées obesas que diminuiram a ingestdo de Bifidobacterium spp e Lactobacillus
spp, (Radford-Smith et al., 2022). No entanto, a reconstituicdo com microbiota da prole
controle através da coprofagia reverteu esses déficits. Também foi demonstrado que
independente da obesidade materna, o consumo materno de probioticos tem efeitos a
longo prazo para melhora na expressao genética da plasticidade neural e na reducéo de
comportamentos do tipo ansiosos e depressivos em descendentes adultos (Buffington et
al., 2016).

Figura 4: Possiveis mecanismos entre a microbiota materna e sua influéncia na prole

Os metabdlitos bacterianos
também podem ser
translocados para o leite
matemnao a partir do intestine

materno

IgG ou IgA no leite materno
potencialmente reveste as
bacterias & pode influenciar a
microbicta ou imunidade pos-natal

Translocagdo bacteniana do
0Os metabolitos bacterianos intesting para as gléndulas
na interface matemo-fetal mamarias
provocam alteragies
epigenéticas gue afetam a
imunidade fetal (por exemplo,
SFCA do intesting maternao)

A IgG materna esta enveolvida
na trasferéncia
transplacentaria de bactérias
que afetam a imunidade da
prole

A colonizag3o microbiana do
feto pode impulsionar a
programagao imunolgica
antes do parto

Translocagao bacteriana do
intestino para a placenta

Fonte: Adaptado de Nyangahy & Jaspan, 2019.
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A vacina influenza tetravalente (fragmentada e inativada) € utilizada para a
imunizacdo contra a influenza, mais conhecida como gripe. A gripe é uma doenca
respiratoria aguda causada pelo virus Myxovirus influenzae. Essa vacina contém quatro
cepas de virus, duas do tipo A e duas do tipo B, visando atingir os mais provaveis
causadores da gripe do préximo inverno (INSTITUTO BUTANTAN, 2023).

Antigenos suspensos nas vacinas sao capazes de desafiar o sistema imunologico
da mée e assim mimetizar uma infeccao. Dessa forma podem ser usados em pesquisas as
quais tentam explicar alteracbes no neurodesenvolvimento fetal que impactam nos
comportamentos da prole associados a transtornos de humor. Além dos antigenos
suspensos encontrados em vacinas, como na vacina influenza tetravalente, o virus
influenza, herpes virus, Toxoplasma gondii e LPS também podem levar a ativacdo
imunolégica materna (Mcallister & Estes, 2016).

Os dados apontados nos mostram a importancia de se compreender melhor sobre
a AIM, os transtornos mentais e buscar por novos tipos de tratamentos. Uma vez que 0s
transtornos mentais se tornaram um grande problema de salde pablica, e dado que varios
deles ainda ndo tem sua causa totalmente elucidada, torna-se de extrema importancia o
tratamento e o estudo dos mesmos.

Os tratamentos farmacoldgicos para ansiedade incluem os benzodiazepinicos,
alguns antidepressivos tais como inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina. Para a depressdo os tratamentos farmacol6gicos sdo os antidepressivos
triciclicos, antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, inibidores da
recaptacdo da serotonina e da noradrenalina. No entanto, tais farmacos podem provocar
efeitos colaterais nos pacientes, como dor de cabeca, sonoléncia, tonturas, tremores,
insdnia. Além disso, muitos tem eficacia limitada e baixa tolerabilidade (Shafiee et al.,
2018).

Contudo, varios pesquisadores tém se dedicado em descobrir substancias naturais
para ajudar a combater esses transtornos. Acredita-se que 25% de todos os medicamentos
atualmente no mercado contenham farmacos que sejam derivados direta ou indiretamente
de compostos naturais (Koehn & Carter, 2005). Nesse sentido, se enquadram: o0 6mega
3, Matricaria chamomilla (camomila), geleia real, Camellia sinensis (cha-verde) e
Passiflora incarnata (passiflora).

Estudos com suplementagdo materna de vitamina B12 e acido graxo 6mega 3 em

ratos sugerem que seu uso pode ajudar a prevenir déficits cognitivos e assim impedir que
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disturbios neurocomportamentais acontecam na prole (Rathod et al.,, 2014). Em
individuos com transtorno de ansiedade generalizada (TAG), o extrato de camomila
demonstrou efeito ansiolitico, alem de reduzir os sintomas depressivos em individuos
com TAG e depressdo (Amsterdam et al., 2020). Em uma pesquisa feita com &cidos
graxos insaturados presentes e exclusivos da geleia real, foi possivel ver o seu efeito
protetor contra a depressao e ansiedade em camundongos (Ito et al., 2012). O extrato de
cha-verde exibiu efeito ansiolitico e antidepressivo em um modelo de ansiedade e
depresséo induzida por estresse por restricdo em ratos (Tabassum et al., 2010). Em uma
revisdo sistematica foi possivel concluir que a passiflora € capaz de reduzir a ansiedade e
comportamentos semelhantes a depressao (Janda et al., 2020).

Dentre essas opg¢des naturais, destaca-se o resveratrol, um composto fenolico,
pertencente ao grupo dos flavonoides, encontrado em cerca de setenta espécies vegetais,
em particular, presente abundantemente em uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca), tanto na
forma cis (cis-3,5,4'-triidroxiestilbeno), como trans (trans-3,5,4'-triidroxiestilbeno)
(Figura 3) (Salehi et al., 2018) com sua sintese ocorrendo principalmente nas cascas dos
frutos (Lange et al., 2009 apud Carvalho et al., 2003; Andrade, 2004; Avello & Suwalsky,
2006; Ramalho & Jorge, 2006). Quanto a suas formas isoméricas o trans- resveratrol é
mais ativo biologicamente e mais abundante que o cis-, que por sua vez é menos bioativo
ou inativado (Plachta et al., 2024). O RSV ganhou atencdo por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, além de suas propriedades neuroprotetoras (Moore et
al., 2018). Em humanos, estudos apontam que uma dose de 15 a 20 mg de resveratrol por

dia em forma de capsula traz beneficios significativos para a saide (Leal et al., 2017).

Figura 5: Forma cis- e trans- do Resveratrol

N OH
A ¥
A, =0
HO OH OH

cis-Resveratrol trans-Resveratrol

Fonte: Retirado de Salehi et al., 2018.
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Vaérios estudos demonstram os efeitos protetores e terapéuticos do resveratrol.
Esse composto demonstrou ter uma acdo anti-inflamatéria, melhora a memoria e
cognicdo, ter efeitos antioxidantes, além de modular a composicdo da microbiota
intestinal. A Acgdo anti-inflamatoria do resveratrol acontece pelo fato dessa substancia
suprimir a sintese da interleucina-6 (IL-6), a qual promove a redu¢éo dessa citocina pela
acao dos macrofagos. Também diminui os mediadores inflamatorios Fator de Necrose
Tumoral-o. (TNF-a) e Interleucina-8 (IL-8), ndo induzindo a uma citotoxicidade
indesejada (Pinheiro et al., 2019).

Esse composto fendlico também bloqueia a ativacdo do fator de transcri¢do
nuclear kappa B (NF-kB), um complexo proteico que regula a expressdo de diversos
genes que estdo envolvidos na inflamacdo. Além do NF-kB, o resveratrol bloqueia a
ativacdo de AP-1 (fator de transcricdo que regula diversos estimulos, entre eles as
citocinas) e das quinases associadas (MEK e JNK). Desse modo, como os efeitos
inflamatorios e moduladores do crescimento de muitos produtos quimicos sdo mediados
pelo NF-kB, a hipotese € de que a supressdo da via de ativacdo do NF-kB seja causada
pela acdo do resveratrol (Manna; Mukhopadhyay & Aggarwal, 2000).

As Sirtuinas (SIRTs) séo enzimas reguladoras envolvidas em varios processos
fisiol6gicos, como o metabolismo e envelhecimento. A sirtuina mais estudada é a SIRT1,
que tem um papel ligado a prevencao e evolucgéo de distarbios neuroldgicos. O resveratrol
demonstrou ser capaz de melhorar a memoria e a cognicdo controlando a SIRT1 através
da AMPK e vérias outras vias moleculares. Além disso, o resveratrol pode conter o
processo inflamatério e a proliferacdo de células microgliais através da expressdo de
SIRT1 (Moraes et al., 2020).

Essa substancia também possui acdo antioxidante, tal atividade esta ligada a
presenca de trés grupos hidroxila na sua estrutura. O resveratrol atua reduzindo radicais
livres, diminuindo a atividade da quinona redutase-2 e exercendo regulagdo positiva de
diversas enzimas endogenas. Além disso, tem um efeito inibitdrio na producgéo excessiva
de EROS e na peroxidag&o lipidica (Liguori et al., 2018; Moraes et al., 2020). Ademais,
ja se sabe que o resveratrol é capaz de modular a composi¢do da microbiota intestinal,
eliminando bacteérias patogénicas e favorecendo bactérias benéficas como bifidobactérias
e lactobacilos (Yang et al., 2019; Inchingolo et al., 2022).

No entanto, é importante destacar também que a prole pode apresentar maior

suscetibilidade a certas doengas em condi¢fes pré-natais ou intrauterinas, as quais podem
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ser revertidas pelo resveratrol. Esse composto tem a capacidade de atravessar a placenta,
melhorar seu estado oxidativo e afetar diretamente o feto durante o periodo gestacional,
produzindo assim efeitos benéficos e neuroprotetores no desempenho reprodutivo e bem-

estar da prole (Ramli et. al, 2023).

2. JUSTIFICATIVA

Uma vez que os transtornos mentais se tornaram um grande problema de salde
pablica, torna-se de extrema importancia o tratamento dos mesmos. Apesar de ja existir
diversos farmacos para o tratamento desses transtornos, a maioria provoca efeitos
colaterais no paciente. Sendo assim, uma boa alternativa € a busca por compostos
naturais, 0s quais cada vez mais se destacam pela sua eficacia, assim é possivel conciliar
0 uso desses compostos naturais com os farmacos ja existentes. Um deles, o resveratrol
ja foi testado e alguns beneficios na prevencédo e tratamento de muitas doencas foram
encontrados, tais como: cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas, metabdlicas e autoimunes (Baur & Sinclair, 2006).

Tais dados evidenciam a importancia de se entender melhor sobre as doencas
mentais para que novos tratamentos e farmacos possam ser desenvolvidos. Além disso, o
possivel efeito protetor do resveratrol pode ajudar na criacdo de estratégias que
proponham uma maior protecdo da prole, em casos de fatores ambientais estressantes

durante a gestacéo.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se o resveratrol, quando administrado durante a gestacao, exerce algum

efeito protetor sobre possiveis danos causados pela ativacdo imunologica materna (AlM)

por antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente.

3.1.1 Objetivos Especificos
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Investigar os possiveis efeitos da ativacdo imunolégica materna (AIM) por
antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente na idade gestacional E16 (Periodo
de muita vulnerabilidade em relacdo as desordens que podem acontecer pela AIM) e
como afeta a memoria e sociabilidade na prole fémea em idade adulta, por meio dos testes
de reconhecimento de objeto e interacédo social,

Investigar se o resveratrol, administrado cronicamente durante a gestacdo (EO a
E21), por gavagem, apresenta algum efeito neuroprotetor sobre prejuizos na memoria e

sociabilidade na prole fémea em idade adulta.

4. MATERIAL E METODOS

Figura 6: Protocolo em linha

Vacina influenza tetravalente ou PBS

!

EO E16 E20 E21

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender, 2024.

4.1 Animais experimentais

Durante este estudo, foram utilizados camundongos machos (n=12) e fémeas
(n=24) da linhagem Balb C, fornecidos e acondicionados pela Rede de Biotérios (REBIR)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em projeto aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo 055/19. Tal linhagem foi escolhida por conta
de resultados positivos obtidos de outra pesquisa do laboratério e pela maior
disponibilidade dessa linhagem no biotério da UFU. Foram mantidos em sala com

temperatura controlada (23°+ 2), com ciclo de luz (12h: claro/ 12h: escuro) com sistema
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de exaustdo que controla o fluxo de ar em caixas isoladas (Figura 5) e livre acesso a agua
(potéavel e filtrada disponibilizada ad libitum em bebedouros aos animais) e racao
(“BioBase BioTec Alimento Equilibrado” para camundongos). Para obtencdo dos
filhotes, os progenitores foram colocados para acasalar no proprio REBIR em gaiolas na
proporc¢do de duas fémeas para um macho, sendo as fémeas avaliadas diariamente para
observacao da rolha vaginal (mistura de secrecao vaginal e sémen) (Figura 6), quando a

rolha foi visualizada, foi considerado o dia zero da gestacdo (EO).

Figura 7: Caixas isoladas com sistema de exaustdo que controla o fluxo de ar (REBIR — UFU)

Fonte: Autoral, 2023.

Figura 8: Rolha vaginal

Fonte: Autoral, 2023.
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4.2 Delineamento Experimental

Apos a visualizacdo da rolha vaginal, as fémeas gravidas (Figura 7) foram

mantidas em gaiolas individuais até o nascimento da prole, sendo divididas em:

Grupo 1 (G1) (n=6): Mées que receberam carboximetilcelulose a 0,5% por
gavagem (1 dose de 100 L por dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular
Unica de PBS em E16 (1 pL/g);

Grupo 2 (G2) (n=7): Mées que receberam carboximetilcelulose a 0,5% por
gavagem (1 dose de 100 L por dia), de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular
Unica de antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente em E16 (1
HuL/g);

Grupo 3 (G3) (n=8): Maes que receberam resveratrol por gavagem (1 dose
de 100 uL por dia), de E0 a E21 + 1 injecdo intramuscular Gnica de PBS em
E16 (1 pL/g);

Grupo 4 (G4) (n=6): Méaes que receberam resveratrol por gavagem (1 dose
de 100 pL por dia), de EO e E21 + 1 injecdo intramuscular Unica de antigenos

suspensos na vacina influenza tetravalente em E16 (1 pL/g).

Os filhotes provenientes da reproducdo (Figura 8), foram divididos em dois

grandes grupos: Grupo 1 formado por filhotes machos e Grupo 2 formado por filhotes

fémeas. No presente estudo foram utilizados apenas filhotes fémeas. Ao atingirem a idade

do desmame (P21), os filhotes machos e fémeas foram separados de acordo com 0s grupos

experimentais, permanecendo no méximo 6 filhotes por gaiola. Foram mantidos nas

dependéncias do REBIR-UFU onde ocorreram o0s testes comportamentais quando

atingiram a idade adulta (P60).
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Figura 9: Fémea do grupo G3 em E19

Fonte: Autoral, 2022.

Figura 10: Prole de G3 em PO

Fonte: Autoral, 2022.

Durante os 21 dias de gestagdo, as fémeas foram submetidas a administracéo do
resveratrol ou da carboximetilcelulose (0,5%) por meio do método de gavagem (Figura
9) para cada grupo. Foi utilizada uma agulha curva (Figura 10), prépria para esse

procedimento. Quando a gestacdo chegou em E16 as fémeas gravidas receberam 1ulL/g
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de injecdo intramuscular da vacina Influenza tetravalente Fluarix® Tetra (Figura 11) e
1ul/g de salina PBS.

Figura 11: Administracdo via gavagem

Fonte: Autoral, 2023.

Figura 12: Agulha de gavagem

Fonte: Autoral, 2023.
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Figura 13: Vacina Influenza Tetravalente

Fonte: Autoral, 2022.

Apds 60 dias de nascimento, 0s animais dos quatro grupos distintos (G1, G2, G3
e G4) 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. Apds
os testes comportamentais, a prole também foi eutanasiada com as mesmas dosagens que
seus progenitores. Todas as carcacas foram acondicionadas no freezer do REBIR a -20°

até o momento de descarte.

4.3 Testes Comportamentais

Para analise de alteracfes na prole em idade adulta, em relacdo a memoria e
sociabilidade dois testes serdo realizados: Reconhecimento de objeto (RO) e Interagédo
Social (IS).

e Teste de Reconhecimento de objeto (RO): Roedores tém uma tendéncia a
interagir mais com um objeto novo do que com um familiar. Essa tendéncia tem
sido utilizada para estudos de funcdes cognitivas, como memoria e aprendizagem,
que sdo diminuidas em alguns transtornos psiquiatricos. O teste de
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reconhecimento de objeto foi realizado em uma arena quadrangular de
polipropileno branca (40x40) (Figura 13). Os animais foram manuseados por ao
menos 1 minuto durante 3 dias antes do experimento, na mesma sala onde foi
realizado o teste comportamental de reconhecimento de objeto. Um dia antes do
experimento, cada animal foi submetido a uma sesséo de habituagéo na arena, na
presenca de 2 objetos iguais, com duracéo de 15 min. No dia de realizacao do teste
comportamental, primeiro no teste de aquisicao (T1), os animais foram colocados
na arena contendo dois objetos idénticos por um periodo de 10 min. Na segunda
avaliacdo (teste T2), que foi realizada 60 min ap6s T1, 0s objetos presentes em T1
foram trocados por outro objeto idéntico (objeto conhecido, OC) e por um objeto
novo (ON) colocados na mesma posicdo de T1 (Figura 12). Em seguida, os
animais foram colocados na arena novamente por um periodo de 10 min. Todo o
experimento foi documentado por meio de video, com a webcam posicionada
acima da arena quadrangular. A memdria de reconhecimento foi avaliada a partir
da analise do video, determinando-se a diferenca entre o tempo de exposi¢éo do
objeto novo e objeto conhecido em relacéo ao tempo de exploracéo total dos dois
objetos. A exploracdo foi definida pelo direcionamento da face do animal ao
objeto até uma distancia aproximada de 2 cm enguanto observa, cheira ou toca.
Apds cada experimento o aparato foi limpo com alcool 20%. Os objetos ndo foram

reutilizados.

Figura 14: Etapas do Teste de Reconhecimento de Objetos

Teste 1 Teste 2

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender, 2024.



31

Figura 15: Teste comportamental de RO sendo realizado na prole de G3 em idade adulta
SREITLIR 7S A u -;‘.

Fonte: Autoral, 2022.

Teste de Interacdo Social (1S): O teste de paradigma de trés camaras,
conhecido como Teste de Sociabilidade Crawley e Teste de Preferéncia por
Novidade Social, tem sido empregado para estudar interacdo social e memoria
social e baseia-se no principio de livre escolha do rato ou camundongo
experimental em gastar tempo em um dos trés compartimentos por 10 min.
Todo o experimento foi documentado por meio de video, com a webcam
posicionada acima do aparato. A sociabilidade do animal experimental foi
avaliada a partir da analise do video, considerando o nimero total de contatos,
durac&o total de contatos diretos (em segundos) entre o animal experimental e
a gaiola de metal vazia em comparacdo com o tempo de contato com 0s
animais controle 1 e 2, duragdo meédia por contato nimero total e duragéo (em
segundos) de outros comportamentos (imobilidade, grooming, caminhada,
etc) e o total de tempo gasto pelos animais experimentais em cada
compartimento do aparato (considerando quando a cabeca e 4 patas estavam
dentro do compartimento (denominados CA, CB e CC) (Figura 14). Cada
animal foi submetido a uma sessdo de habituacdo na arena, com 0s

compartimentos abertos e gaiolas vazias, o animal explorou livremente o



32

aparato por 5 minutos. 24 horas apés a sessdo de habituacdo foi realizado o
Teste 1 (T1), o Teste de Sociabilidade Crawley, no qual um animal controle 1
foi colocado na gaiola de metal localizada em CA, o animal experimental foi
colocado no compartimento central CB e no compartimento CC permaneceu
a gaiola vazio, a seguir todas as divisorias foram removidas e o animal
experimental explorou o aparato livremente entre os compartimento. Apds o
término de T1, o animais foram removidos do aparato e 0 mesmo limpo com
alcool 20%, em seguida iniciou-se o Teste 2, o Teste de Preferéncia por
Novidade Social, no qual o animal controle 1 utilizado no teste anterior em
CA foi colocado na gaiola em CC, sendo utilizado como animal familiar. E
em CA foi posicionado um novo animal controle (Animal controle 2), que foi
nosso animal ndo familiar, e como aconteceu no Teste 1 as divisorias foram
removidas e o0 animal experimental explorou o aparato (Figura 15), agora com

um animal familiar e ndo familiar.

Figura 16: Etapas do Teste de Interacdo Social

Teste 1

Teste 2

Fonte: Elaborado pela autora através do Software Biorender, 2024.
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Figura 17: Teste comportamental de IS sendo realizado na prole de G4 em idade adulta

F;'g} Yok

Fonte: Autoral, 2023.

4.4 Anélise estatistica

Os comportamentos foram analisados e os dados obtidos submetidos a analise
estatistica utilizando o GraphPad Prism 5, por meio do Two-Way ANOVA, com valores
de p < 0,05 considerados significativos. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM). Quando significativo a analise foi seguida pelo teste Pos-

hoc de Bonferroni.

5. RESULTADOS

5.1 Teste de Reconhecimento de Objetos

Os resultados do teste de RO estdo representados pela figura 16, a qual ilustra a
porcentagem do tempo de exploragdo dos camundongos com o objeto novo (ON) e com
0 objeto familiar (OF).

No RO a analise estatistica mostrou que para os diferentes grupos, 0s animais ndo
distinguiram entre o objeto novo e o objeto familiar, uma vez que ndo houve diferenca

significativa no tempo de exploracdo dos dois objetos (G1- ON: 46 + 2,35, OF: 54
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+ 2,35; G2- ON: 46,85 + 9,27, OF: 53,14 + 9,27; G3- ON: 59,12 + 4,31, OF: 40,87 +
4,31; G4- ON: 49,83 + 6,72, OF: 50,16 + 6,72).

RECONHECIMENTO DE OBJETO

£ E= objeto familiar

o E=3 objeto novo

:3 F

=]

S

=

g G1- Carboxi + PBS

2 52: Carbox +Vacina

E =3 Resveratrol+PBS
= =4: Resveratrol+Vacina

Figura 18: Porcentagem do tempo de exploragdo dos camundongos com o objeto familiar (OF) e o objeto

novo (ON) nos 4 grupos experimentais. Os resultados foram expressos na forma média + EPM.

5.2 Interacgdo Social (IS) — Teste de sociabilidade

Para o teste de sociabilidade, os dados estdo representados na figura 17, onde esta
representado o tempo de interacdo entre os camundongos com a gaiola contendo o animal
desconhecido (A) e com a gaiola vazia (C).

Neste teste, os animais de G1 interagiram significativamente mais com A (63,72
+ 2,59) do que com C (36,28 + 2,59), o que de fato era esperado para o grupo controle.
No caso de G2, foi possivel perceber que os antigenos suspensos da vacina influenza
tetravalente prejudicaram o comportamento, uma vez que ndo houve diferenca
significativa no tempo de interacdo entre A (58,30 + 6,41) e C (41,69 + 6,41), 0 que
tambem era esperado. No entanto, em G3 imaginava-se uma interagdo maior com a gaiola
do animal desconhecido em relacdo a gaiola vazia pelo fato de ser um grupo com
tratamento de resveratrol, porém ndo houve diferenga significativa, sendo A (55,41+
2,96) e C (44,59 + 2,96). Jaem G4, o resveratrol teve efeito favoravel, ou seja, 0s animais
interagiram significativamente mais com A (78,52 + 5,20) do que com C (21,48 + 5,20).
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Figura 19: Tempo de interacdo entre os camundongos com a gaiola contendo o animal desconhecido (A)
e com a gaiola vazia (C) nos 4 grupos experimentais. Os resultados foram expressos na forma média +
EPM

5.3 Interacgdo Social (IS) - Teste de preferéncia por novidade social

Para o teste de preferéncia por novidade social, os dados estdo representados na
figura 18, na qual esté representado o tempo de interagcdo entre os camundongos com 0
animal desconhecido (A) e com o animal familiar (C).

Neste teste, os animais de G1 interagiram significativamente mais com A (62,63
+ 4,59) do que com C (37,37 + 4,59), 0 que de fato era esperado para o grupo controle.
Em G2, o resultado deu o contrario do esperado, 0s animais passaram mais tempo com o
A (59,77 + 3,35) do que com C (40,22 + 3,35), ou seja, 0s antigenos suspensos da vacina
influenza tetravalente ndo prejudicaram o comportamento dos animais. Em G3 e G4, ndo
se obteve o resultado esperado, uma vez que ndo houve diferenca significativa no tempo
de interacdo entre o animal desconhecido e animal familiar (G3— A: 55,41 + 2,96, C:
44,59 + 2,96; G4- A: 53,09 + 5,48, C: 46,9 + 5,48), assim ndo foi possivel comprovar o
efeito benéfico do resveratrol.
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Figura 20: Tempo de interacdo entre os camundongos com o animal desconhecido (A) e com o animal

familiar (C) nos 4 grupos experimentais. Os resultados foram expressos na forma média + EPM

6. DISCUSSAO

Neste trabalho buscamos investigar um possivel efeito neuroprotetor do
resveratrol sobre a prole fémea adulta de maes desafiadas com antigenos suspensos na
vacina influenza tetravalente na idade gestacional E16. Para verificar se o efeito
neuroprotetor foi capaz de reverter os danos ocasionados pelos antigenos suspensos na
vacina submetemos o0s animais aos testes de Reconhecimento de objetos (RO) e Interagéo
Social (IS), para analise da memaria e sociabilidade.

Estudos mostram que o RSV e seus metabolitos atravessam a barreira
hematoencefalica (BHE) e penetram no tecido cerebral (Wang et al., 2004; Turner et al.,
2015). Resultados de um estudo em ratos sugerem que o resveratrol consegue proteger
significativamente o tecido neural (Ates et al., 2007). Além disso, evidéncias sugerem
gue o RSV tem atividade neuroprotetora por meio de seus mecanismos anti-inflamatérios
e antioxidantes (Ferreira, et al., 2020).

A exposi¢do materna a inflamacdo pode ser um fator de risco para disturbios
neuropsiquiatricos com disfuncdo cognitiva na prole mais tarde na vida. Em relagéo a
isso, um estudo com camundongos expostos ao LPS no Utero e posteriormente tratados

com resveratrol (40 mg/kg) foram capazes de reverter 0 comprometimento cognitivo e
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reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatorias induzidas pela ativagcdo imunoldgica
materna na prole (Zhang et al., 2023).

O uso de modelos animais contribuiu significativamente para o desenvolvimento
de farmacos, vacinas e na compreensdo de diversos processos relacionados a salde
humana. Outrossim, também forneceu uma grande quantidade de dados para que fosse
possivel aliviar o sofrimento humano (Robinson et al., 2019).

No entanto, ha complicacdes no uso de modelos animais para o estudo dos
transtornos mentais, pelo fato de que ndo existem evidéncias de que o que ocorre no
cérebro animal é também o que ocorre no cérebro dos humanos, muitos dos sintomas sao
subjetivos, faltam biomarcadores. Desse modo, com o progresso dos estudos do tema e
no entendimento da fisiopatologia foram definidos alguns testes e valores padrbes para
que fosse possivel comparar animais experimentais com o ser humano (Nestler & Hyman,
2010; Silva et al., 2012).

O teste de reconhecimento de objetos (RO) é um teste comportamental utilizado
para acessar a memoria em roedores, é avaliado pela diferenca no tempo de exploracao
de objetos familiares e objetos novos. Neste teste, espera-se que animais controles tenham
preferéncia pelo objeto novo, visto que isso significa que o objeto familiar j& existe na
sua memoria (Antunes & Biala, 2012).

Com relacdo ao teste de RO, embora esperdssemos que o0s animais de G1 (grupo
controle) tivesse preferéncia pelo objeto novo, 0s mesmos nao distinguiram entre o objeto
novo e o objeto familiar, uma vez que ndo houve diferenca significativa no tempo de
exploracdo dos dois objetos. Tal resultado ndo era esperado, visto que animais normais
tem a tendéncia de passar mais tempo explorando o objeto novo do que o objeto familiar.

Além disso, em G2 era esperado que a prole das mées desafiadas com os antigenos
da vacina desenvolvesse comportamentos contrarios ao do grupo controle, ou seja, que
0s antigenos da vacina tivessem prejudicado a memaria desses animais, mas também néo
houve uma diferencga significativa no tempo de exploracdo dos dois objetos pelo grupo.
Do mesmo modo que aconteceu em G3 e G4, grupos 0s quais eram previstos que 0S
animais tivessem preferéncia pelo objeto novo, visto que eram grupos tratados com RSV,
composto que devido suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e prébidticas, é
capaz de exibir um efeito neuroprotetor beneficiando a memarias desses animais. Mas
novamente ndo houve uma diferenca significativa, sendo assim impossivel confirmar o

efeito neuroprotetor desse composto neste teste.
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O teste de paradigma de trés camaras, conhecido como Teste de Sociabilidade
Crawley e Teste de Preferéncia por Novidade Social, tem sido empregado para estudar
interacdo social e memoria social e baseia-se no principio de livre escolha do rato ou
camundongo experimental em gastar tempo em um dos trés compartimentos do aparato.
Animais em que a sociabilidade é expressa tem a tendéncia de passar mais tempo com a
gaiola que tem o animal desconhecido, do que com a gaiola vazia. Ja a preferéncia pela
novidade social € vista quando o animal tem preferéncia de passar mais tempo com a
gaiola com um animal novo, do que com a gaiola que tem o animal familiar (Moy et al.,
2004).

No teste 1 de IS (Teste de Sociabilidade Crawley), o G1 (grupo controle) teve o
comportamento esperado, 0s animais desse grupo passaram mais tempo com o animal
desconhecido do que com a gaiola vazia e a diferenca foi significativa, o que valida o
teste por ser possivel estabelecer critérios de comparacfes entre 0s grupos, além de
demonstrar que os animais colocados para teste estavam saudaveis. Em G2, o
comportamento dos animais foi prejudicado pelos antigenos suspensos da vacina, uma
vez que ndo houve diferenca significativa no tempo de interacdo entre o animal
desconhecido e a gaiola, 0 que também era previsto. Em G3, imaginava-se uma interacao
maior com a gaiola do animal desconhecido em relacdo a gaiola vazia pelo fato de ser um
grupo com tratamento de resveratrol (neuroprotetor), porém ndo houve diferenca
significativa. Ja em G4, o resveratrol teve efeito favoravel, ou seja, 0s animais interagiram
significativamente mais com o animal desconhecido do que com a gaiola vazia. Sugerindo
gue mesmo que o comportamento dos animais tivesse sido afetado pelos antigenos
suspensos da vacina, o0 RSV foi capaz de proteger a prole por conta do seu efeito
neuroprotetor.

No teste 2 de IS (Preferéncia por novidade social), G1 (grupo controle) teve o
comportamento esperado, ou seja, 0s animais interagiram significativamente mais com o
animal desconhecido do que com o animal familiar. Porém o grupo G2 deu resultados
contrarios ao que era previsto, uma vez que 0s antigenos suspensos da vacina nédo
prejudicaram o comportamento desses animais, foram benéficos fazendo com que os
animais passassem mais tempo com o animal desconhecido, semelhante ao grupo
controle. J& nos grupos que receberam RSV (G3 e G4) ndo se obteve o resultado esperado,

uma vez que ndo houve diferenca significativa no tempo de interacdo entre o animal
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desconhecido e animal familiar, assim n&o foi possivel comprovar o efeito benéfico do
resveratrol.

Em um experimento anterior do nosso laboratorio, nosso grupo de pesquisa
desafiou maes Balb-C gestantes com vacina influenza tetravalente em E16 e realizou o
tratamento com resveratrol via subcutanea, atestando o efeito neuroprotetor, o qual se
manifestou pela melhora na memoria e sociabilidade e diminuicdo dos comportamentos
do tipo ansiosos e depressivos na prole adulta (Dados ainda nao publicados).

Alguns fatores podem justificar os resultados inesperados dos testes. Como o fato
do resveratrol usado no atual experimento ter sido manipulado pela farmécia Biopharma
(Uberlandia — MG), engquanto em testes anteriores (citado acima) realizados pelo nosso
laboratdrio foi usado um RSV produzido na Suica e foi fornecido pela Fiocruz. Ademais,
antes da utilizacdo desse RSV da Fiocruz, a atividade antioxidante do resveratrol foi
comprovada por meio de dois ensaios: oxygen radical absorbance capacity (ORAC);
Ferric reducing antioxidante power (FRAP).

Com a pandemia da COVID-19, o experimento teve que ser paralisado por conta
do fechamento do REBIR alguns animais tiveram que ser eutanasiados. Desse modo, teve
que ser feito mais de uma bateria de testes para que fosse possivel alcangar o N amostral
do trabalho. Assim, foram utilizadas proles de diferentes épocas, o que pode ter afetado
os resultados, visto que alguma camundonga fémea ja pode ter iniciado o experimento
com alteracdes em seu comportamento que afetariam sua prole de qualquer forma, mesmo
sem receber o tratamento durante a gravidez.

Outro fator que deve ser considerado é a reforma que o biotério passou durante 0s
experimentos, o barulho pode ter gerado um estresse adicional em algum grupo especifico
pois nem todos os grupos foram submetidos aos testes no mesmo momento. Fatores como
ruidos, temperatura, luz, umidade, ventilacdo e qualidade do ar devem ser rigorosamente
controlados para evitar o estresse dos animais (Andrade, 2006).

O ciclo estral também pode afetar no comportamento durante os testes. Em um
trabalho realizado com ratos foi visto que o ciclo estral influencia no desempenho
relacionado ao género no teste comportamental de Labirinto em cruz elevado (Gouveia
Junior & Morato, 2002). Logo, o comportamento de algumas fémeas pode ter sido afetado
pela fase do ciclo estral que estava durante a realizagdo dos testes.

Foi feito o estadiamento do ciclo estral com o intuito de obter informagdes sobre

a influéncia desse ciclo no comportamento das fémeas, mas em um dos grupos uma das
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etapas do protocolo de coloracdo das laminas falhou e assim n&o foi possivel o uso dessas
informacges para comparar 0 comportamento entre 0S grupos.
Além disso, é importante ressaltar que a prépria manipulacdo do animal pelos

pesquisadores ao realizar a gavagem pode ter sido um fator estressante para 0s animais.

7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pelo presente estudo, podemos concluir que no teste de
Reconhecimento de objetos nao foi possivel observar os danos ocasionados na meméoria
dos animais pelos antigenos suspensos na vacina influenza tetravalente, nem o efeito
neuroprotetor do resveratrol sobre esses danos pelo fato de que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) nas condicOes apresentadas. Ja em relagdo aos testes de
Sociabilidade e Preferéncia por novidade social, deve-se tentar compreender por qué
alguns grupos obtiveram os resultados esperados e outros ndo. Sendo assim, para a

obtencdo de dados mais conclusivos, os experimentos devem ser ampliados.
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