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RESUMO

O eixo intestino-cérebro ¢ uma comunicacao bidirecional que ocorre entre o sistema
nervoso central e o intestino, com envolvimento da microbiota intestinal. Sabe-se que o
desequilibrio dessa microbiota esta relacionada a transtornos psiquidtricos, enquanto o consumo
de fibras insoluveis, os prebiodticos, aumenta os microrganismos benéficos e promove a satude.

Uma vez que modelos animais de Imunoativacdo maternal (MIA) tem sido usados para
induzir alteragdes comportamentais na prole em idade adulta, o presente estudo visou investigar
se a indu¢do da MIA utilizando suspensdo dos antigenos soluveis de 7. gondii (STAg) em
camundongos fémeas gestantes da linhagem C57BL6J causa alteragdes no comportamento da
prole, do tipo ansioso, bem como analisar se o prebidtico inulina, administrado durante a
lactacdo, promove neuro prote¢do na prole adulta por meio da modulagio da microbiota.
Administramos nas progenitoras STAg ou PBS por inje¢ao intraperitoneal em dose unica, aos
16 dias de gestagdo, enquanto inulina ou 4gua foram administrados via oral a prole diariamente
no periodo de lactacdo. Para investigar a presenca de comportamentos do tipo ansiosos foi
realizado o Teste Labirinto em Cruz Elevado. As diferengas estatisticas foram consideradas
significativas se p<0,05. Os dados foram apresentados na forma de média + EPM.Nossos

resultados mostraram uma “tendéncia” do desafio imunogénico com STAg em gerar
comportamentos do tipo ansiosos, quando analisamos diferentes parametros do teste LCE.

Embora as diferencas nao tenham sido significativas na prole fémea cujas maes foram
desafiadas com STAg, grupos G3-STAg+agua (6,5+£10,64) e G4-STAg+inulina (234,5+7,90),
observou-se menor tempo de exploracao dos bragos abertos e aumento do tempo nos bragos
fechados, comportamentos estes associados a um maior nivel de ansiedade. Ja na prole
constituida por machos, o desafio gestacional com STAg diminuiu significativamente o nimero
de streach-attend posture em érea desprotegida, no grupo G4- STAg + inulina (3£0,91) em

relacdo ao G2-PBS+agua (8+0,63), denotando um efeito ansiogénico do mesmo. O tratamento

com inulina na prole fémea diminuiu significativamente (p<0,05) o nimero de entradas nos
bragos fechados do aparato (G2-10+12,48), quando comparados aos animais do grupo Gl
(14£12,03), demonstrando efeito ansiolitico. Para os demais parametros avaliados a inulina ndo
modificou significativamente o comportamento dos animais estudados, embora tenha mostrado
uma tendéncia de efeito ansiolitico. Ajustes na dosagem da inulina podem ser necessarios em
experimentos futuros para confirmarmos o efeito protetor do uso desse prebidtico em fases

iniciais da vida.



Palavras chave: Transtornos psiquidtricos, eixo intestino-cérebro, imunoativagdo maternal,

microbiota, inulina, labirinto em cruz elevado.



ABSTRACT

The gut-brain axis is a bidirectional communication that occurs between the central nervous
system and the intestine, with involvement of the intestinal microbiota. It is known that the
imbalance of this microbiota is related to psychiatric disorders, while the consumption of

insoluble fibers, prebiotics, increases beneficial microorganisms and promotes health.

Since animal models of maternal immunoactivation (MIA) have been used to induce behavioral
changes in adult offspring, the present study aimed to investigate whether the induction of MIA
using suspension of soluble antigens of T. gondii (STAg) in pregnant female mice of the C57BL6J
lineage causes changes in the offspring's anxious behavior, as well as to analyze whether the
prebiotic inulin, administered during lactation, promotes neuroprotection in adult offspring
through modulation of the microbiota. We administered STAg or PBS to the dams by
intraperitoneal injection in a single dose, at 16 days of gestation, while inulin or water were
administered orally to the offspring daily during lactation. To investigate the presence of anxiety-
like behaviors, the Elevated Plus Maze Test was performed. Statistical differences were
considered significant if p<0.05. Data were presented as mean = SEM. Our results showed a
“tendency” of the immunogenic challenge with STAg to generate anxiety-like behaviors, when
we analyzed different parameters of the LCE test. Although the differences were not significant
in the female offspring whose dams were challenged with STAg, groups G3-STAg+water
(6.5+10.64) and G4-STAg+inulin (234.5+7.90), we observed shorter exploration time of the open
arms and increased time in the closed arms, behaviors associated with a higher level of anxiety.
In male offspring, the gestational challenge with STAg significantly reduced the number of
stretch-attend postures in an unprotected area in the G4-STAg + inulin group (3+0.91) compared
to the G2-PBS+water group (8+0.63), indicating an anxiogenic effect. Inulin treatment in female
offspring significantly reduced (p<0.05) the number of entries into the closed arms of the
apparatus (G2-10+12.48) when compared to animals in group G1 (14£12.03), demonstrating an
anxiolytic effect. For the other parameters evaluated, inulin did not significantly modify the
behavior of the animals studied, although it showed a tendency for an anxiolytic effect.
Adjustments in the inulin dosage may be necessary in future experiments to confirm the protective
effect of using this prebiotic in the early stages of life. Keywords: Psychiatric disorders, gut-brain

axis, maternal immunoactivation, microbiota, inulin, elevated plus maze.

Key words: Psychiatric disorders, gut-brain axis, maternal immunoactivation, microbiota,

inulin, elevated plus maze.
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1.INTRODUCAO

1.1 Os transtornos psiquiatricos

Os transtornos psiquiatricos podem ser definidos como qualquer perturbagdo que afete
diretamente os aspectos cognitivos ou emocionais do individuo, prejudicando de forma direta
o convivio social, além de incapacidade da realizacdo de tarefas simples do dia a dia em diversas
areas da vida (OPAS/OMS). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2019
cerca de 970 milhdes de pessoas no mundo viviam com algum transtorno mental, sendo que em
2020 devido a pandemia da COVID-19 houve um aumento significativo dos transtornos do tipo
ansiosos e depressivos. O Brasil esta entre um dos paises com maior nimero de pessoas ansiosas
e estima-se que 9,3% da populagdo sofre com essa comorbidade (OMS, 2022). A satde mental
depende de vérios fatores, incluindo a genética, nutricdo, alteragcdes maternas na fase pré-natal,
infeccdes perinatais, mas também fatores sociais, culturais e econdomicos (OPAS/OMS).
Atualmente existe uma gama de transtornos mentais tais como: ansiedade, depressao, transtorno
obsessivo compulsivo, fobia social e outros (Santos et al., 2022).

A ansiedade € uma reagdo emocional normal e necessaria para sobrevivéncia, onde ha um
estimulo para o inicio do sinal de alerta, podendo apresentar sintomas fisicos e psicologicos,
com a finalidade de se proteger contra ameacgas externas. Esse tipo de ansiedade ¢ normal e ndo
impossibilita ou impede que o individuo tenha uma vida normal (Guimaraes et al., 2015). Por
outro lado, o transtorno de ansiedade (TA) caracteriza-se como patoldgico quando o individuo
passa a ter episodios de ansiedade excessivas sem razdes aparentes e que interfira nas suas
atividades do cotidiano. Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5), a ansiedade ¢ caracterizada por sentimentos de preocupagdo excessiva e tensao,
estendendo-se aos sintomas fisicos, tais como taquicardia, agitagdo, sudorese, calaftios,
nervosismo, alteracdes gastrointestinais (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION DSM-
5 ®).

Sabe-se que o estimulo constante de medo e estresse geram respostas fisioldgicas que
envolvem areas encefalicas como amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal, dentre outras,
relacionadas a génese do TA. Além disso, a ativag@o constante de circuitos do Sistema Nervoso
Autondmico Simpético provoca respostas conhecidas como mecanismo de “luta ou fuga”, com
aumento da liberagdo de cortisol, noroadrenalina e adrenalina pelas adrenais (Hannibal and

Bishop., 2014). Estudos tem relacionado o aumento crénico do cortisol e
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diminui¢do da serotonina como interferentes no funcionamento do hipocampo, alterando
cognicdo e emo¢ao, desencadeando os sintomas do TA (Joca et al., 2007; Margis et al., 2003).
Acredita-se que a ansiedade € expressa quando regides da amigdala estimula o hipotdlamo

e promove a ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA). Nesta via, o hipotadlamo
libera o hormonio liberador de corticotropina (CRH), que por sua vez estimula a adenohipofise
a liberar o hormoénio adrenocorticotropico (ACTH). Este hormonio, ao cair na circulagdo,
estimula a glandula suprarenal a liberar glicocorticoides como o cortisol, conhecido como
hormonio do estresse (figura 1) (Sousa et al., 2015). Embora ele apresente inimeras agdes
importantes que preparam o corpo para situacdes de estresse, quando liberados cronicamente,
durante quadros de ansiedade, prejudicam algumas fungdes fisiologicas, afetando memoria,

comportamento, imunidade e metabolismo (Hannibal and Bishop., 2014).

Hipotalamo -

Adeno-hipdfise

Glandula
suprarrenal

Cortisol

Mudangas
fisloldgicas
necessdrias
& resposta de
luta ou fuga

Figura 1: Via Hipotidlamo-hipofise-adrenal Fonte: BEAR, Mark., 2017.

Por outro lado, o desequilibrio de alguns neurotransmissores parece estar envolvido

também na génese da ansiedade. Por exemplo, o GABA ¢ capaz de inibir a excitabilidade
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neuronal causando relaxamento e caso seus niveis estejam diminuidos ocorre aumento da
ansiedade. Outro exemplo ¢ a serotonina (5-HT): cerca de 95% sdo produzidas pelas células
enteromarfins no epitélio do trato gastrointestinal (TGI) ou pelos neurdnios serotoninérgicos do
Sistema Nervoso Central (SNC) e uma pequena parte nas plaquetas sanguineas (Vedovato et al.,
2015), sendo que o aminoacido triptofano obtido na dieta também contribui para sua produgao
(Margolis et al., 2023). Esse neurotransmissor atua no organismo regulando humor, sono,
motilidade intestinal, cognicdo. Sendo que a deficiéncia desse neurotransmissor inibe a
capacidade do cérebro de regular ameacas (Foster and McVey Neufeld., 2013).

A neuroinflamagdo também ¢ considerada um processo capaz de moldar a fungdo
cerebral. A ativacdo do sistema imunoldgico durante infec¢des ou inflamagdes intestinais,
recrutam células imunes que liberam citocinas pro-inflamatorias capazes de causar uma
resposta inflamatoria sistémica e afetar o sistema nervoso central, podendo impactar a barreira
hematoencefalica (BHE) e consequentemente causar danos a fun¢do neuronal (Dinan and
Cryan., 2017). Uma vez que a microbiota intestinal pode influenciar o SNC, por diferentes vias,
incluindo a imunomodulacao (Sharon et al., 2016). Pesquisadores tem mostrado que alteragdes
na microbiota materna durante a gestacao, mediada pelo uso de antibioticos, dieta, ativagdo
imunoldgica e estresse, sdo capazes de comprometer o neurodesenvolvimento e causar
alteragdes comportamentais (ansiedade, autismo) na prole de roedores e humanos (Borre et
al.,2014).

Acredita-se, portanto, que o transtorno de ansiedade possa ter origem multifatorial. Como
somos seres biopsicossociais, fatores genéticos ou bioldgicos, ambientais e sociais, além do
estresse, possam estar relacionados ao desenvolvimento dessa patologia (Huang and Wu 2021;

Naufel et al., 2023).

1.2 Eixo intestino-cérebro

A relacdo intestino-cérebro aumentou o interesse no meio cientifico devido as descobertas
de que a atividade intestinal pode impactar na cogni¢do e comportamento, estando o “eixo
intestino-cérebro”, como foi chamado, associado a disturbios mentais (Allen et al., 2017). Esse
eixo € constituido por uma rede complexa de interagdes que incluem o sistema imunologico,
endocrino, metabolismo de neurotransmissores, atividade do nervo vago, sistema nervoso
entérico (SNE), sistema nervoso central e substancias geradas por bactérias, formando um

sistema de interacdo bidirecional, entre o cérebro e o intestino (Ferreira et al., 2023).
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Vale ressaltar que o SNE, responsavel pela fungao intestinal adequada, é chamado de “segundo
cerebro” pois possui uma rede neuronal complexa (Wolterink et al., 2022).

Segundo pesquisadores, a microbiota intestinal regula diversas fungdes cerebrais a partir
da secrecdo de metabolitos (como acetato, propionato e butirato), citocinas e
neurotransmissores, sendo que tais secrecdes atuam no SNC (Silva et al., 2020).

O nervo vago, conhecido como um dos maiores nervos do corpo, origina-se no tronco
encefalico e estende-se ao longo do tronco até o abdomen. E composto por fibras nervosas
sensoriais (aferentes) e motoras (eferentes) sendo considerado a principal via de transporte de
informagdes do SNE para o SNC (Breit et al.,2018). O cérebro também interage com o intestino
por meio do eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal (HHA) e sistema nervoso autonomo (figura 2).
Ou seja, os sinais cerebrais sdo transmitidos e chegam ao intestino, onde este recebe e

retransmite para o cérebro informagdes viscerais (Carabotti et al., 2015).
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Figura 2: Comunica¢io ntre intestino-cérebro através de varios mecanismos: Um ambiente simbiotico,
colonizado por bactérias benéficas ¢ capaz de estimular a produgdo de neurotransmissores (5-HT) e hormdnios
intestinais, capazes de afetar o cérebro e o comportamento, por vias de sinalizagdo diretas ou indiretas. O nervo
vago representa uma outra via de comunicacdo, possivel de ser estimulada pela composi¢do da microbiota. Em
contrapartida, uma dieta “desequilibrada” rica em gordura e agucares, favorece um ambiente disbiotico, aumento
da permeabilidade da barreira intestinal ¢ passagem de moléculas pro-inflamatérias. Essa condi¢do pode causar

neuroinflamag@o e alteragdes metabdlicas devido a inflamag@o intestinal. Fonte: Berding et al., 2024.

O sistema nervoso entérico interage com o sistema imunologico intestinal, monitorando
a microbiota e respondendo a processos inflamatorios. Esses sistemas estdo conectados ao
sistema nervoso central pelo nervo vago, que transmite sinais ao cérebro quando o SNE detecta
alteragdes, como inflamagdes ou disbiose, desencadeando respostas neuroinflamatdrias. Além
disso, o SNE regula células imunologicas locais, como linfécitos e macrofagos, que, ao serem
ativadas, liberam citocinas pro-inflamatorias. Essas citocinas sao transportadas pelo sistema
circulatorio e ao atingirem o SNC podem ativar a microglia e induzir a produgdo de mais
citocinas inflamatorias, estimulando areas associadas ao estresse ¢ a modulagdo emocional,

como o hipotalamo e o sistema limbico. Esses processos podem
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contribuir para o desenvolvimento de transtornos neuroldgicos, como ansiedade e depressao
(Foster and McVey Neufeld., 2013; Fiilling, Christine et al., 2019; Margolis et al., 2023).

A microbiota intestinal também influéncia a integridade da barreira intestinal,
controlando passagem de moléculas do limen para lamina propria, local onde encontra-se
células imunes, além de extremidades terminais de neurénios do sistema nervoso entérico. A
disfuncdo da barreira intestinal ou um intestino permeével, permite a passagem de moléculas
como citocinas pro inflamatdrias que ativardo as cascatas inflamatodrias. Acredita-se que o
enfraquecimento dessa barreira estd envolvido no desenvolvimento de patologias

neuropsiquiatricas (figura 3) (Rios et al., 2017).
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Figura 3: Influéncia da microbiota na barreira intestinal: Um ambiente simbidtico contribui com a integridade

da barreira intestinal promovendo saude. O contrario acontece em um ambiente de disbiose, em que ha fragilidade

da barreira intestinal, contribuindo para o surgimento de doengas. Fonte: Adaptado de Milani et al., 2017.

Bacillota (ou Firmicutes) e Bacteroidota (ou Bacteroidetes), sao os dois principais filos
de bacterias que compde cerca de 90% da microbiota intestinal, dividido-se em géneros como
Lactobacillus, Bacillus, e Clostridium. Os outros 10% sao colonizadas pelo filo Actinobacterias
representado principalmente pelo género Bifidobacterium e pelos filos Proteobacteria,
Fusobacteria, Verrucomicrobioma. A presenca dessas bactérias ¢ usada como marcador da
funcdo intestinal positiva. Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo produtos produzidos
pela agdo de bactérias do colon, a partir da fermentacao anaerobia de fibras ingeridas na dieta e

estdo envolvidos em vérias func¢des reguladoras. Estudos tem demonstrado
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que os AGCC sao capazes de estimular a secrecao de serotonina (5-HT), ativa¢ao do nervo vago
e outras vias. O acetato, propionato e butirato citados anteriormente (figura 4), sdo subprodutos
gerados a partir de fibras alimentares nao digeriveis. Possuem intimeros beneficios, dentre eles
podemos destacar, neuroprotecao, integridade da barreira epitelial/intestinal, modulagao do
sistema imunologico e protecao contra patdgenos. O desequilibrio dessa microbiota, em termos
de quantidade e diversidade de bactérias, conhecidas como disbiose, diminui a produgdo desses
metabolitos, interferindo diretamente na satide cerebral, visto que o intestino consegue por

diversas vias se comunicar com o cérebro (Labetoulle et al., 2024); (Koblinsky et al., 2016).

) Liberagdo de noradrenalina

: pelos neurdnios sinapticos
Propionato

Detectado por células
‘é

enteroendocrinas
Acetato

——* Regula ativacdo da microglia

Butirato

Lumen intestinal acec
Figura 4: Os trés principais tipos de acidos graxos de cadeia curta (AGCC): A esquerda os principais tixons

bacterianos que produzem esses AGCC e as principais agoes. Fonte: Adaptado de Labetoulle et al., 2024.

Com o intuito de demonstrar essa relacdo entre a microbiota e transtornos psiquidtricos,
estudos pré-clinicos, avaliaram o nivel de ansiedade a partir da dosagem de corticosterona em
camundongos. Observou-se que camundongos livres de microrganismos tiveram o nivel de
ansiedade maior em comparagdo ao grupo controle que possuia microbiota intestinal. Esse
estudo comprova a importancia da microbiota sobre o funcionamento neural (Flowers et al.,
2020).

Em modelos de deplecao de microbiota pesquisadores utilizaram a relacdo da microbiota
com doengas psiquiatricas. Pesquisadores utilizaram o transplante fecal, feito entre pessoa para
animal, com o intuito de analisar se a transferéncia da microbiota intestinal de uma pessoa
sintomatica para doengas do SNC/SNE poderia induzir sintomas no animal saudavel. Os
animais demonstraram sintomas de doencas neurodegenerativas como: depressao, ansiedade,

Parkinson, sugerindo que a microbiota pode estar relacionada a esses tipos de
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transtornos. Segundo o estudo as bactérias benéficas ainda sdo capazes de estimular a produgao
de neurotransmissores, um exemplo ¢ GABA estimulado por Bifidobacterium e Lactobacillus.
Tal neurotransmissor, contribui para o controle dos sintomas ansiosos € em baixas
concentracdes ha maior suscetibilidade aos sintomas do tipo ansiosos (Strandwitz., 2018).

A microbiota intestinal de um individuo inicia sua coloniza¢do no final da gestacao e
continua logo apods o nascimento, permanecendo estavel até seus 2 ou 3 anos de idade (Milani
et al., 2017). Entre os trés meses e dois/trés anos de idade o cérebro dos neonatos continua a se
desenvolver e cresce de 30 a 90% do seu futuro volume adulto, esse periodo, € caracterizado
por um pico de formacdo de neurdnios e novas sinapses, coincidindo com a colonizagdo e
composi¢ao da uma microbiota (figura 5) (Christian et al., 2015). Alteragdes da microbiota nas
fases de desenvolvimento do sistema nervoso central podem gerar problemas de

neurodesenvolvimento na prole (Borre et al., 2014).
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Figura 5: Linha do tempo relacionada a composiciao da microbiota, periodos de desenvolvimento do SNC,
idade e desenvolvimento de transtornos neurolégicos: No final da gestacdo a microbiota do feto comeca a se
estabilizar e evoluir, acompanhando a neurogénese. A complexidade de neurdnios e densidade das sinapses
aumentam no periodo da primeira e segunda infancia até a adolescéncia. Esses estagios, incluem processos como
migracdo neuronal, crescimento de axdnios e dendritos, sinaptogénese ¢ posteriormente a diminuigdo das sinapses
(iniciando na adolescéncia até a velhice). A mielinizagdo (importante para condugéo rapida dos impulsos nervosos)
ocorre progressivamente. Durante as janelas criticas do desenvolvimento, o individuo fica vulneravel agentes
estressores ¢ patogénicos. Fonte: Borre et al., 2014,

Cada pessoa possui uma microbiota Unica, cuja composicdo inicial € influenciada
principalmente pelo tipo de parto e pelo tipo de alimentacdo nos primeiros meses de vida
(aleitamento materno ou férmula infantil). No entanto, essa microbiota pode sofrer alteragdes
ao longo da vida devido a fatores como uso prolongado de medicamentos, infeccdes,
inflamagdes, estresse, dieta, estilo de vida, envelhecimento, entre outros (Cenit et al., 2017).
Sabe-se que existem “janelas temporais”, durante a vida do individuo, em que modificacdes da
microbiota podem impactar de forma significativa sobre sua satde fisica e mental. Acredita-se
que esses periodos compreendam a fase de lactagdo, adolescéncia, gestacdo e senescéncia

(figura 5 e 6) (Ihekweazu and Versalovic., 2018; Ferreira, et al., 2023).
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Figura 6: Janelas temporais para modulacio da microbiota: Fatores que influenciam na composi¢do da

microbiota durante diferentes fases da vida. Fonte: Adaptado de Berding et al., 2024.

1.3 Prebidticos e inulina

Parte da microbiota do individuo é proveniente da mae, sendo que os metabolitos das
bactérias maternas, ao serem absorvidos para corrente sanguinea e direcionados para a placenta,
ajudam a regular algumas fungdes fisiologicas no feto, impactando no neurodesenvolvimento e
regulagdo do seu sistema imunologico (Tian et al., 2023).

O primeiro contato que o ser humano tem com o consumo de prebiotico ¢ pelo leite
materno, que contém galacto-oligossacarideo. O prebiodtico € um nutriente indigerivel pelo trato
gastrointestinal humano, mas que € capaz de estimular seletivamente o crescimento de algumas
espécies de bactérias, trazendo muitos beneficios para o organismo, dentre eles a inibicdo do
crescimento de patdégenos e um intestino funcional. J4 os probidticos sdo organismos vivos que
podem ser consumidos em diferentes fases da vida humana, capazes de trazer beneficios a saude
a partir da sua ingestao (Morais and Jacob, 2006).

O consumo de prebiodticos tem sido muito discutido e por isso despertou interesse na
populacdo e na comunidade cientifica, devido a sua capacidade de modificar a microbiota
intestinal humana positivamente, aumentando o nimero e diversidade de bactérias benéficas,
melhorando a fung¢do util dos microrganismos intestinais que ao fermentarem fibras
alimentares, aumentam a produc¢do de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) (Tawfick et al.,
2022).

Estudos tem mostrado que a inulina, um carboidrato extraido principalmente da raiz da
chicéria, mas também encontrada em alimentos como alho-por6, cebola e vegetais, consiste em
importante prebiotico. Quando degradado, origina um fruto oligossacarideo resistente a acidez

gastrica, a hidrélise por enzimas gastrintestinais e absor¢ao gastrintestinal,
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conseguindo chegar ao c6lon sem ser absorvida, sendo entdo fermentada por bactérias benéficas
do intestino (Divyashri et al., 2023). Um estudo feito em ratos demonstrou inimeros beneficios
da administragdo da inulina durante a gestagdo, dentre eles a diminui¢do do estresse oxidativo
no cérebro materno e fetal e aumento de Bifidobacterias e Lactobacteria (bactérias intestinais
benéficas) no intestino dos ratos suplementados com inulina (Krishna and Muralidhara, 2015).
Um outro estudo mostrou o papel da inulina como reguladora do metabolismo da glicose,
lipidios, aminoacidos e também efeitos imunologicos intestinais € imunomoduladores
sistémicos, tendo sido possivel observar que a inulina tem o potencial de contribuir
positivamente contra muitas doengas, como doenga renal cronica, sindromes metabolicas,
doengas inflamatorias intestinais, disbiose intestinal, doengas alérgicas e tumores relacionados

ao desequilibrio imunologico, provavelmente por modula¢do da microbiota (Sheng, Wei et al.,

2023).

1.4 Imunoativacio maternal

O sistema imunoldgico esta distribuido por todo o corpo humano e € composto por células
e moléculas efetoras que oferecem prote¢ao contra diversas patologias e lesdes. Sua ativagdo
ocorre na presenca de patogenos, seus subprodutos, ou devido a lesdes, desencadeando uma
resposta imune que protege o hospedeiro de danos causados por microrganismos ou traumas
(Murphy, 2016). Além disso, a comunicagdo bidirecional entre o sistema imunologico e o
sistema nervoso, mediada por sinalizagdes de citocinas e neurdnios, ¢ capaz de promover
neuroinflama¢do a modular o desenvolvimento de transtornos neurologicos (Marques-Deak e
Sternberg, 2004).

A exposi¢do a infecgdes no periodo gestacional ¢ muito comum, principalmente no
inverno. Na década de 1960 houve um aumento de casos com complicacdes na gestacdo e no
parto, devido a pandemia da rubéola, sendo possivel observar que havia um vinculo entre a
infec¢do materna pelo virus da rubéola com defeitos congénitos fisicos e cognitivos em fetos
afetados (Hall et al., 2023). Um estudo de coorte feito em Nova York, observou uma correlagao
entre a sindrome da rubéola congénita e o diagndstico de autismo (Mawson and Croft et al.,
2019). Um outro estudo observou que a exposicao pré-natal a rubéola estava associada ao risco
de esquizofrenia na idade adulta (Hall et al., 2023). Outros tipos de infec¢do durante a gestagao
como a toxoplasmose, gripe, infecgdes bacterianas e outros agentes patogénicos, sao capazes

de aumentar o risco de desenvolver doengas psiquiatricas na prole (Massarali et al., 2022).
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Sabe-se que as redes neurais sdo formadas durante o desenvolvimento fetal, um periodo
critico tanto para a mae quanto para o feto. Alteracdes neuroldgicas nesse estdgio podem
impactar negativamente o desenvolvimento fetal, resultando em possiveis efeitos ao longo da
vida, como ansiedade, depressao e autismo (Han et al., 2021).

Nesse contexto, modelos animais de imunoativa¢do maternal (MIA) referem-se a
modelos em que um insulto imunogénico ¢ dado a fémea em algum momento da gestacio,
induzindo mudangas no neurodesenvolvimento do feto. Estudos tem mostrado que o periodo da
gestacdo em que o insulto imunogénico ¢ aplicado pode determinar o tipo de alteragdo do
sistema neural que ocorrerd na prole. Por exemplo, insultos que ocorrem entre o 1° € 2° trimestre
da gestagdo tem demonstrado maior probabilidade em gerar prole com transtornos
neuropsiquiatricos (Estes and McAllister., 2016). Esse periodo ¢ caracterizado por varias
mudangas, hormonais, bioquimicas, fisicas e psicoldgicas no corpo da mae, que podem ter
impacto sobre o sistema neural do feto (Pereira and Lovisi., 2008).

Existem teorias de que o ambiente intrauterino € estéril, porém algumas evidéncias vém
mostrando que a presencga de bactérias nesse ambiente pode influenciar a microbiota do feto
antes do nascimento. Apesar disso, o utero ¢ considerado um ambiente altamente seguro, que
promove protecao ao feto através da barreira placentaria (BP). Esta juntamente com a barreira
hematoencefélica fetal, impede o transporte de substancias toxicas ou qualquer outro agente
agressor e prejudicial ao embrido e a0 mesmo tempo permite a passagem de nutrientes Uteis
para o desenvolvimento fetal. Entretanto, algumas vezes essas barreiras podem sofrer alteracdes
e permitir a passagem de substancias ao feto vindas do sistema periférico e sangue materno
(Mishra et al., 2009). Microrganismos, como virus, fungos ou bactérias, ao estimularem o
sistema imunologico maternal, induzem a produgao de citocinas como IL-6, IL 17 e mediadores
quimicos, que podem cruzar a barreira placentaria e hematoencefalica podendo comprometer o
neurodesenvolvimento fetal e alterar o comportamento da prole em idade adulta (Figura 7) (Estes

and McAllister, 2016).
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Figura 7: Demonstracio esquematica de como MIA pode influenciar o desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos na prole: Historico genético, estado autoimune, disbiose, epigenética na infancia e adolescéncia
(utiliza¢do de antibidticos, estresse, uso de drogas) juntamente com as consequéncias da infec¢do materna pode

aumentar as chances de a prole desenvolver transtornos psiquiatricos pds-natais Fonte: Adaptado de Estes and
McAllister, 2016.

Outros fatores como estresse psicossocial, aumento de gordura corporal e disbiose
também induzem uma resposta imunoldgica no corpo da mae (Kwon et al., 2022; Bergdolt and
Dunaevsky,2019; Manti et al., 2023). Portanto, considerando-se a interacdo bidirecional entre
o eixo intestino-cérebro, acredita-se que a disbiose materna (influenciada por fatores como
dieta, ativagdo imunologica materna e uso de medicamentos) pode interferir no
desenvolvimento neural do feto, uma vez que sua colonizag¢do intestinal ¢ impactada por
eventos que ocorrem durante a gestacao (Sajdel-Sulkowska., 2023).

Durante o periodo embrionario a MIA ¢ capaz de causar danos ao cortex cerebral,
diminuindo atividade cerebelar e aumentando apoptose de neurdnios e células da glia
(Mastenbroek et al., 2024). Estudos tem mostrado que maes expostas a MIA geraram proles
que apresentaram um desequilibrio em sistemas dopaminérgicos, serotoninérgicos,
glutamatergicos, e GABA¢rgicos, demostrando que a exposi¢ao influencia na vida pré-natal e
pos-natal (Gumusoglu et al., 2017). Com base em todas essas informag¢des, modelos animais de
MIA tém sido usados para acessar comportamentos semelhantes aos observados em pacientes
com esquizofrenia, autismo, ansiedade, depressdo, dentre outros (Kwon et al.,2022). Majerczyk
e colaboradores (2022) ao trabalhar com camundongos, encontraram comportamentos

semelhantes ao do espectro autista, em prole de maes que haviam sido infectadas por poli (I:C),
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refor¢cando que a ativagdo imune maternal resulta em aumento de citocinas pro-inflamatérias e
danos ao sistema neural fetal. Spini e colaboradores (2020) encontraram comportamentos do
tipo ansiosos e depressivos em camundongos prole de maes desafiadas imunologicamente com

antigenos suspensos na vacina influenza trivalente e STAg.

2. JUSTIFICATIVA

Uma vez que a disbiose esta correlacionada a alteragdo do eixo intestino-cérebro,
predispondo ao surgimento de distirbios psiquiatricos que estdo cada vez mais prevalentes na
populagdo, impactando em seu bem-estar geral e produtividade, ¢ uma vez que a inulina tem se
destacado como importante prebiodtico de facil acesso a populagdo, estudos que buscam elucidar
o impacto do uso de prebidticos, sobre a modulagdo da microbiota em épocas especificas da
vida, bem como seus efeitos sobre os transtornos de ansiedade, podem contribuir para

estratégias de prevencao e tratamento de tais distirbios.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar um possivel efeito neuroprotetor da inulina, administrada durante a fase de
lactacio a camundongos C57BL/6J, filhos de maes desafiadas com STAg no periodo

gestacional E16, sobre comportamentos do tipo ansiosos.

3.2 Objetivos especificos

1- Desafiar imunologicamente fémeas de camundongos C57BL/6J com antigenos soliveis de

Toxoplasma, durante a idade gestacional E16;

2- Analisar, por meio do teste Labirinto em Cruz Elevado, se a imunoativagdo maternal com
STAg em E16 provoca comportamentos do tipo ansiosos na prole fémeas e machos em idade

adulta (P60);

3- Avaliar se a administracao de inulina, via oral durante o periodo de lactagdo na prole (fémea
e macho) oriunda de maes tratadas durante a gestacdo, exerce efeito neuroprotetor, revertendo

os comportamentos do tipo ansiosos, medidos pelo teste Labirinto em Cruz Elevado.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais experimentais

Camundongos da linhagem C57BL/6J, foram fornecidos pela Rede de Biotérios (REBIR)
da Universidade Federal de Uberlandia em projeto aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA), protocolo 23117.037394/2022-63. Os animais foram acondicionados no
mesmo local, mantendo-se as condi¢gdes padrdes de luz (12h:12h, claro-escuro) com acesso
livre & agua e racdo. As caixas moradias possuem bebedouros individuais e sdo trocadas e
higienizadas semanalmente e contam com sistema de exaustdo que controla o fluxo de ar (figura
9).

E importante ressaltar que as fémeas apresentam ciclo estral, podendo variar seu
comportamento conforme os niveis de hormonios se modificam, resolvemos testar machos e

fémeas, embora ndo tenhamos feito o estadiamento do ciclo estral.

Figura 9: Estante com caixas moradias com sistema de exaustio. Fonte: Autores, 2023
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Os filhotes foram obtidos por meio de acasalamento, tendo sido os animais colocados
na propor¢ao de um macho para duas fémeas. As fémeas foram monitoradas diariamente sendo
que as fémeas que apresentaram rolha vaginal (uma mistura de secregdes vaginais e sémen)

foram consideradas no dia E0O da gestacao (Figura 10).

Figura 10: Rolha vaginal da fémea ap6s acasalamento. Fonte: Autores 2023

As fémeas gestantes foram divididas em dois grupos:
1- Tratadas com uma inje¢ao Unica de STAg, via intraperitoneal em E16;

2- Tratadas com uma inje¢do Unica de tampao PBS, via intraperitoneal em E16.

Durante o periodo de gesta¢do as progenitoras foram monitoradas diariamente, até que
ocorresse 0 nascimento (por volta de 21 dias ap6s a concepg¢do) e o desmame dos filhotes (por
volta de 21 dias apos o nascimento).

Os animais foram observados quanto ao seu estado geral de saude, analisando-se o padrao
de atividade normal para roedores (como “grooming” e “licking”), referentes aos cuidados do
animal com o proprio pelo); perda de peso e consumo de alimentos. Apds o desmame, os
animais foram separados em machos e fémeas e colocados em gaiolas com quantidade méxima
de 5 animais, sendo mantidos dessa forma até atingirem a idade adulta de 60 dias pos-
nascimento (P60) quando finalmente estavam aptos a realizagdo do teste comportamental. Os

animais ainda foram subdivididos em quatro grupos, tanto para fémeas como para machos.

4.2 Delineamento experimental
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Figura 8: Cronograma em linha do tempo. Fonte: Criado com Biorender, 2024.

Fémeas

Grupo 1 PBS e H20 (G1) - Filhotes fémeas de progenitoras tratadas via intraperitoneal
com PBS em E16, receberam 50 uL de 4gua destilada do 3° ao 21° dia pds-nascimento (P3 a

P21), (n=10);

Grupo 2 PBS e Inulina (G2) - Filhotes fémeas de progenitoras tratadas via

intraperitoneal com PBS em E16, receberam 50 uL de inulina a 10% em P3 a P21 (n=10);

Grupo 3 STAg e H20 (G3) - Filhotes fémeas de progenitoras tratadas via intraperitoneal
com STAg em E16, receberam agua destilada em P3 a P21 (n=9);

Grupo 4 STAg e Inulina (G4) - Filhotes fémeas de progenitoras tratadas via
intraperitoneal com STAg em E16, receberam 50 uL de inulina a 10%, de P3 a P21, (n=10).

Machos

Grupo 1 PBS e H20 (G1) - Filhotes machos de progenitoras tratadas via intraperitoneal
com PBS em E16, receberam 50 uL de 4gua destilada do 3° ao 21° dia pds-nascimento (P3 a

P21), (n=6);
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Grupo 2 PBS e Inulina (G2) - Filhotes machos de progenitoras tratadas via

intraperitoneal com PBS em E16, receberam 50 uL de inulina a 10% em P3 a P21 (n=4);

Grupo 3 STAg e H20 (G3) - Filhotes mschos de progenitoras tratadas via intraperitoneal
com STAg em E16, receberam agua destilada em P3 a P21 (n=6);

Grupo 4 STAg e Inulina (G4) - Filhotes machos de progenitoras tratadas via
intraperitoneal com STAg em E16, receberam 50 uL de inulina a 10%, de P3 a P21, (n=6).

As gavagens foram feitas usando-se uma pipeta com ponteira pequena, introduzida
gentilmente diretamente na boca do animal (figura 11), por serem esses muito pequenos para
se usar a agulha de gavagem.

Ap6s o periodo de tratamento dos filhotes (P3 a P21) eles foram mantidos em gaiolas com
no maximo 5 animais, até atingirem a idade de P60, quando entdo foram feitos os testes

comportamentais.
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Figura 11: Filhotes sendo tratados via oral utilizando pipeta. Fonte: Autores, 2023

4.3 Imunoativacio maternal com antigenos soluveis de Toxoplasma

As progenitoras foram desafiadas imunologicamente usando-se antigeno soluvel de T.
gondii (STAg) em uma concentragdo de 25ug/100pL, em uma injegdo tnica (volume de 100
ul) por animal, via intraperitoneal em E16. O STAg foi fornecido pela Universidade Federal do

Tridngulo Mineiro (UFTM).

4.4 Inulina

Os animais (filhotes fémeas e machos) foram tratados com 50 pL de inulina (EVOVA)
a 10% (4gua destilada como veiculo) do 3° a 21° dia pds-nascimento. A inulina foi fornecida

pela Fundagao Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro (FIOCRUZ-R)J).

4.5 Teste comportamental Labirinto em cruz Elevado (LCE)

E um teste comportamental baseado no comportamento de “conflito de aproximagao-
esquiva”, em que o animal precisa decidir entre explorar um ambiente aversivo ou permanecer
protegido. O teste tem como finalidade analisar desordens de panico e ansiedade, baseados nos
parametros descritos na literatura, dentre eles: Tempo gasto nos bragos abertos e fechados,
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos, nimero de entrada em cada brago (aberto e
fechado), head-deeping (mergulho, olhar para baixo), stretchedattendpostures (extensao do
corpo saindo da posi¢do posterior para anterior, o animal fica com o corpo esticado sendo
possivel observar principalmente as patas traseiras, sem o seu deslocamento), grooming
(autolimpeza), rearing (levanta o corpo com o apoio nas patas traseiras) (figura 12). O aparato
para realizacao do teste consiste em uma cruz, composta por dois bragos abertos e dois fechados,
elevados do solo (figura 13). Normalmente o material do aparato ¢ feito de madeira revestida

com tinta 6leo (ou em outros materiais acrilico, plastico e persperx), possui
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50 cm em relagdo ao chao da sala, com bragos abertos de dimensdes de 25 x 5 x 0,5 cm, os bragos
abertos ficam de lados opostos um do outro e ndo hé bordas ou paredes delimitando suas
extremidades. Os bracos fechados possuem dimensdes de 25 x 5 x 16 cm, com paredes de 15 cm
de altura. O animal ¢ inserido no centro do aparato e ¢ deixado para explorar o local por cinco
minutos, sem interferéncias, contando apenas com o auxilio de uma camera para gravag¢do do
comportamento do animal. A partir da gravacao sdo analisados os parametros comportamentais
citados acima. A diminui¢ao da explora¢do dos bragos abertos, maior permanéncia nos bragos
fechados e aumento de avaliagdo de risco nos ambientes protegidos do aparato, denota

comportamento do tipo ansiosos (Oliveira et al., 2022; Bocca et al., 2012).

R

Figura 12: Dois dos parimetros possiveis de visualizar e utilizados para avaliacio do teste LCE: Head-

> \

P

deeping; 2- Stretchedattendpostures. Fonte: Autores, 2023

Figura 13: Aparato para realizacio do teste Labirinto em Cruz Elevado. Fonte: Autores 2023.

4.6 Destino dos animais ap0s os experimentos

Utilizou-se cetamina 80mg/Kg e xilazina 10mg/Kg acompanhado do deslocamento

cervical para realiza¢do da eutanasia de todos os animais (progenitoras, machos e filhotes). As
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progenitoras (que receberam STAg ou PBS) foram eutanasiadas ap6s o desmame dos filhotes
(dia 21) a fim de prevenir qualquer dano ou sofrimento desnecessario, juntamente com 0s
machos utilizados no acasalamento. A prole foi eutanasiada apos a realizagdo do teste
comportamental. As carcagas foram acondicionadas a -20°C at¢é o momento de descarte

definitivo, no REBIR-UFU, conforme rotina da rede de biotérios.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados dos testes comportamentais foram analisados por ANOVA one-way no
programa Prism 5, sendo os dados expressos como média e EPM. Alteragdes significativas
foram consideradas com p<0,05 e quando ANOVA indicou diferencas significativas a andlise
deu-se continuidade a analise pelo teste post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK) para

comparagdo entre os grupos de interesse.

5. RESULTADOS

Um dos parametros avaliados pelo teste de labirinto em cruz elevado ¢ o tempo de
exploracdo dos animais nos bragos abertos do aparato. Embora as fémeas do grupo G2
(PBS+inulina) tenham passado mais tempo explorando os bragos abertos que os demais grupos,
a diferenga ndo foi significativa (P>0,05) (fig.14). O mesmo pode ser observado para os machos
do grupo G2, que também exploraram mais os bragos abertos (fig.15), demonstrando uma
“tendéncia” da inulina em diminuir comportamentos do tipo ansiosos embora a diferenga ndo
tenha sido significativa (P>0,05). Em ambos os sexos (machos e fémeas), percebe-se também
que o STAg diminuiu o tempo de exploragdao dos bragos abertos, indicando uma tendéncia de

efeito ansiogénico, embora as diferencas também nao tenham sido significativas (P>0,05).

Tempo gasto nos bracos abertos (fémeas) Tempo gasto nos bragos abertos (machos)
o T G1: PBS+agua A G1:PBS+agua
90 G2: PBS+inulina 1004 G2:PBS+inulina
80 T G3: STAg+agua :g G3: STAg+agua
70+ G4: STAg+inulina

G4: STAg+inulina

Segundos
o
=4
Segundos
b

G1 G2 G G4 Gl G2 G G4

Figuras 14 e 15. Tempo nos bragos abertos do aparato pelos animais dos quatro grupos e separados por sexo

(fémeas e machos) no teste de LCE. Fémeas G1(86,9+12,03), G2(96,8+12,48), G3(69,2+£10,64), G4(65,5+£7,90).
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Machos G1(47,3+£0,04), G2(94,5+0,63), G3(69,1+£0,57), G4(37,3+0,91). Nao houve diferenca significativa entre
os grupos de nenhum dos sexos. Diferenga estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados foram

apresentados na forma de média + EPM.

Em relacdo ao tempo gasto nos bragos fechados, embora as fémeas cuja maes foram
tratadas com STAg tenham passado mais tempo explorando esse lado do aparato, um efeito
considerado ansiogénico, a diferenca ndo foi significativa (P>0,05) (fig.16). Para o grupo dos
machos (fig.17), observa-se que o tratamento com inulina (animais G2), diminuiu a exploragdo
dos bragos fechados, indicando uma “tendéncia” de efeito ansiolitico, porém sem diferenca

significativa entre os grupos (P>0,05).

Tempo gasto nos bragos fechados (fémeas) Tempo gasto nos bragos fechados {(machos)

250+ 300+

G1: PBS+agua
G2: PBS+inulina
G3: STAg+agua
G4: STAg+inulina

G1:PBS+agua
G2:PBS+inulina
G3: STAg+agua
G4: STAg+inulina

r
=1
=1

Segundos
Segundos

=]
S

Figuras 16 e 17. Tempo gasto nos bracos fechados do aparato pelos animais dos quatro grupos separados por sexo
(fémeas e machos) no teste LCE. Fémeas G1(213,1+12,03), G2(203,2+12,48), G3(230,7+10,64), G4(234,5£7,90).

Machos G1(252,66+0,04), G2(206+0,63), G3(230,83+0,57), G4(262,66+0,91). Nao houve diferenca significativa
entre os grupos de nenhum dos sexos. Diferenga estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados foram

apresentados na forma de média + EPM.

As figuras 18 e 19 representam nimero de entradas nos bragos abertos do aparato, para
fémeas e machos, respectivamente. Para as fémeas ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (P>0,05), assim como para os machos (P>0,05), embora observe-se que os animais cuja
maes receberam apenas PBS e os filhotes foram tratados com inulina tenham exibido um maior
nimero de entradas nos bragos abertos em relagdo aos demais grupos, denotando novamente

uma “tendéncia” de efeito ansiolitico da inulina.

Entradas nos bragos abertos (fémeas) Entradas nos bragos abertos (machos)
8-

G1: PBS+agua 9 G1:PBS+4gua
G2: PBS+inulina G2:PBS+inulina
G3: STAg+agua G3: STAg+agua
G4: STAg+inulina G4: STAg+inulina

~
h
o
1

Namero

D =S N W B O
T + e E e
Namero

S =MW oot B~
—_ 3

G2 G3 G4
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Figuras 18 e 19. Entradas nos bragos abertos do aparato pelos animais dos quatro grupos separados por sexo
(fémeas e machos) no teste LCE. Fémeas G1(6,4+12,03), G2(7+12,48), G3(6,5+10,64) G4(6,5+7,90). Machos
G1(4,8+0,04), G2(7,7+0,63), G3(5,8+0,57), G4(4+0,91). Nao houve diferenga significativa entre os grupos de
nenhum dos sexos. Diferenga estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados foram apresentados na

forma de média = EPM.

Em relacdo ao parametro nimero de entradas nos bracos fechados, encontrou-se
diferencga significativa (p<0,05), para as fémeas (fig.20), entre os grupos G1 (PBS+éagua) e G2
(PBS + inulina), sendo que os animais do grupo G2 entraram menos vezes nos bracos fechados
(10 £12,48) em comparagdo ao G1 (14 + 12,03), denotando um efeito ansiolitico da inulina,
confirmado pelo Pos-teste de Newman-Keuls. Entretanto, o0 mesmo efeito ndo foi observado
para os machos, em termos de significancia (p>0,05), embora os animais do grupo G2 também

tenham entrado menos vezes nos bracos fechados.

Entradas nos bragos fechados (fémeas) Entradas nos bragos fechados (machos)
17.5+ 17.5+
hd G1: PBS+agua
G2: PBS+inulina
G3: STAg+agua
G4: STAg+inulina

G1:PBS+agua
G2:PBS+inulina
G3: STAg+agua
G4: STAg+inulina

G1 G2 63 G4 e G2 63 G4

Figuras 20 e 21. Entradas nos bracgos fechados do aparato pelos animais, os quatro grupos separados por sexo
(fémeas e machos) no teste LCE. Fémeas G1(14+12,03), G2(10+12,48), G3(12,5+£10,64), G4(12,7+7,90). Machos
G1(12,5+0,04), G2(9,75+0,63), G3(11,33+0,57), G4(14,5+0,91). Nao houve diferenca significativa no grupo dos
machos. Nas fémeas houve diferenca significativa entre G1(14+£12,03) e G2(10 £12,48). Diferenga estatistica

significativa considerada se p<0,05. Os dados foram apresentados na forma de média = EPM.

Outro parametro analisado foi o nimero de strechattendposture(SAP) desprotegidos, em
que o animal realiza comportamento de avalia¢do de risco em ambiente desprotegido (bragos
abertos). Em relagdo a prole feminina (fig.22) ndo houve diferenca significativa entre os grupos
(p>0,05). Para os machos (fig.23) houve diferenca significativa entre os grupos G1 e G2, sendo
que os animais que receberam inulina fizeram mais avaliacdo de risco em ambiente
desprotegido (G2- 8+0,63) que os animais que receberam agua (G1- 2,8+0,04), demonstrando
um efeito ansiolitico da inulina. Também observou-se diferenca significativa entre os grupos
G2 e G4, sendo que os animais cujas maes foram desafiadas com STAg e os filhotes tratados
com inulina diminuiram o numero de SAP desprotegidos (G4- 3 £ 0,91) em relagdao ao grupo

cujas maes ndo foram desafiadas e os filhotes receberam inulina (G2- 8 £+ 0,63), demonstrando
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novamente um efeito ansiolitico da inulina. Por essa analise pode-se ver também que embora a
inulina sozinha tenha sido benéfica (grupo G2), ela ndo conseguiu reverter os efeitos

ansiogénicos do STAg (grupo G4).

SAP Desprotegidos (fémeas) SAP desprotegidos (machos)
124 1007 * o ‘ -
: 4 G1:PBS+agua
111 G1: PBS+agua agu
107 T G2: PBS+in%Iina T G2:PBS+|ngI|na
T G3: STAg+agua 9 G3: STAg+4gua
G4: STAg+inulina T G4: STAg+inulina

5.0

Nuamero
Namero

2.5

O = MW GG~ 0D
— 1 1 33

Y T 0.0- 1 T
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4

Figuras 22 e 23. SAP desprotegidos do aparato para os animais dos quatro grupos separados por sexo (fémeas e
machos) no teste LCE. Fémeas G1(9,4+12,03), G2(7,3+12,48), G3(9,6+10,64), G4(7+7,90). Nao houve diferenca
significativa no grupo das fémeas. Houve diferenca significativa no grupo dos machos G1(2,8+0,04), G2(8+0,63),
G3(5,3+0,57), G4(3+0,91). Diferenga estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados foram apresentados

na forma de média + EPM.

7. DISCUSSAO

No presente estudo buscamos analisar os possiveis efeitos do insulto imunogénico na
prole adulta de camundongos C57BL/6 oriundos de maes desafiadas imunologicamente,
utilizando antigenos suspensos de Toxoplasma gondii (STAg) na idade gestacional E16. Bem
como, um possivel efeito neuroprotetor da inulina, avaliado pelo teste comportamental
Labirinto em Cruz Elevado.

Uma vez que fémeas apresentam ciclo estral, podendo variar seu comportamento
conforme os niveis de hormdnios se modificam, resolvemos testar machos ¢ fémeas, embora
nao tenhamos feito o estadiamento do ciclo estral.

O teste labirinto em cruz ¢ considerado um dos testes mais utilizados para avaliar o medo e
ansiedade. O teste existe ha mais de 50 anos, desde sua criagdo passou por varias alteracdes a
fim de criar padronizacdo e melhor entendimento para que entdo pudesse ser utilizado
efetivamente. O teste consiste em submeter o animal a um conflito de aproximagado- esquiva,
uma vez que ao ser colocado para explorar o aparato, ele deve decidir entre ficar no ambiente
mais protegido (bragos fechados) ou se arriscar e explorar também as areas mais desprotegidas
(bracos abertos). A altura do aparato também oferece um desafio ao animal. Neste contexto,
alguns parametros servem como indicadores de comportamento do tipo ansioso, como menor

tempo de exploragdao dos bracos abertos, maior tempo de exploracdo e entradas nos
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bragos fechados, diminuicdo de comportamentos de avaliagdo de risco em locais do aparato
considerados aversivos ao animal.

Sabemos que o desafio imunogénico materno durante a gestacdo, por diferentes vias
(infecgdo por virus, bactérias, protozoarios, ou apenas o contato da mae com seus antigenos,
mesmo sem a doenga) leva a alteragdes no neurodesenvolvimento (Meyer et al., 2007) e assim
predispde a prole ao surgimento de transtornos psiquiatricosna vida adulta, dentre eles a
ansiedade (Quagliato et al., 2021).

Em nossos experimentos desafiamos as maes com antigenos soluveis de Toxoplasma na
idade gestacional E16. Diferentes estudos tem buscado esclarecer em qual idade gestacional o
insulto imunogénico seria mais significativo, embora ainda ndo haja uma resposta conclusiva,
dada a complexidade de fatores envolvidos no neurodesenvolvimento (Knuesel et al., 2014).
Spini e colaboradores (2020) encontraram comportamentos do tipo ansiosos e depressivos ,
avaliados em testes como labirinto em cruz elevado e nado forgado,dentre outros, em filhos de
maes desafiadas com STAg e antigenos suspensos na vacina influenza, em duas idades
gestacionais, E6 e E16.

Nossos resultados mostraram uma “tendéncia” do desafio imunogénico com STAg em
gerar comportamentos do tipo ansiosos, quando analisamos diferentes parametros do teste LCE.
Embora as diferengas ndo tenham sido significativas na prole fémea cujas maes foram
desafiadas com STAg, grupos G3 e G4, observou-se menor tempo de exploragdo dos bragos
abertos e aumento do tempo nos bragos fechados, comportamentos estes associados a um maior
nivel de ansiedade. Ja na prole constituida por machos, o desafio gestacional com STAg
diminuiu significativamente o nimero de um tipo de comportamento de avaliacdo de risco
(streach-attend posture) em area desprotegida, no grupo G4 em relacdo ao G2, denotando um
efeito ansiogénico do mesmo.

Sabemos que a microbiota intestinal sofre alteracdes de sua composi¢do, em termos
de quantidade e diversidade, ao longo da vida, parecendo haver “janelas temporais” em que
essas mudancas podem conferir mais saide ao hospedeiro ou predispor ao surgimento de
doencas (Borre et al., 2014). Neste sentido, diferentes estudos tem buscado entender o papel da
microbiota em diferentes fases da vida (Zou et al., 2024; Roberfroid et al., 2010). Guo ¢
colaboradores (2021) demonstrou em seus estudos que a inulina foi capaz de modular a
microbiota intestinal, trazendo melhoras na neuroinflamacao e esquizofrenia. Nesse estudo foi
utilizado camundongos machos C57BL/6J, os animais foram submetidos a varias analises
dentre eles, o teste comportamental como de campo aberto, imuno-histoquimica e outros

métodos.
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Uma das hipdteses do nosso trabalho era que a inulina, um carboidrato conhecido no
meio cientifico por sua agdo prebiodtica (modulando de forma positiva a microbiotaintestinal),
se administrada durante a fase de lactagdo poderia conferir prote¢ao a prole das maes desafiadas
durante a gestag¢ao, diminuindo os comportamentos do tipo ansiosos, uma vez que ja esta clara
a forte relacdo entre o intestino, a microbiota ¢ o cérebro (Silva et al., 2020; Hao et al., 2020;
Wengiang et al., 2021), bem como a importancia do estabelecimento da microbiota na
primeira infancia (Penders et al., 2006).

Embora em nossos experimentos diferencas significativas relacionadas ao tratamento
com inulina s6 tenham sido observadas quanto ao parametro streach-attend posture em
ambiente desprotegido, em que vimos aumento desse tipo de comportamento no grupo G2
quando comparado ao G1 (prole fémea), pudemos observar uma “tendéncia” de a¢do ansiolitica
da inulina quando avaliados outros parametros. Por exemplo nos machos, a inulina (grupo G2)
aumentou o tempo de exploragdo nos bragos abertos, reduziu o tempo nos bragos fechados e
aumentou o nimero de entradas nos bragos abertos. Nas fémeas a inulina diminuiu o nimero
de entradas nos bragos fechados.

Os animais desse experimento passaram por outros testes comportamentais além do
labirinto em cruz elevado. Nos testes spray de sacarose e enterramento de bolinhas, que buscam
investigar comportamentos do tipo depressivos e compulsivos, respectivamente, foi observado
efeito protetor da inulina (dados ndo publicados), quando comparados aos grupos nao tratados.
Os resultados te todos os testes, quando reunidos, poderdao nos auxiliar no entendimento do
papel da inulina sobre a microbiota e possivel prote¢do contra transtornos de humor.

Diferentes fatores podem ter contribuido para que ndo obtivéssemos diferenca
significativa entre os grupos estudados, a despeito dos resultados ja obtidos por outros
pesquisadores. Ajustes na concentracdo de STAg e inulina, padronizacdo nos horarios de
administracdo tanto do desafio imunogénico quanto do tratamento com inulina, bem como a
manuten¢do das condi¢cdes do ambiente onde os animais sdo criados e testados, ao longo de

todo o experimento, podem ser necessarios.

8. CONCLUSAO

Podemos concluir, através de nossos resultados, que o desafio imunogénico de fémeas
C57 com STAg em E16, reduziu o numero de avaliagdo de risco em ambiente desprotegido
(SAP desprotegido) no teste LCE, do grupo G2 em relacdo ao G1, demonstrando efeito

ansiogénico. A inulina administrada via oral aos filhotes fémeas na fase de lactacdo (G2)
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diminuiu a entrada nos bragos fechados do aparato, quando comparado ao grupo Gl,
demonstrando efeito ansiolitico, provavelmente por modulacdo da microbiota. Os resultados
obtidos por nosso grupo de pesquisa em outros testes comportamentais, quando tomados em
conjunto, poderdao ajudar a esclarecer o real papel da inulina no contexto da modulagao da

microbiota e prote¢do do SNC contra transtornos psiquiatricos.
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