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RESUMO

Medo e ansiedade provocam reacdes fisiologicas e comportamentais semelhantes em
varias espécies, mas diferem quanto a origem: o medo ¢ uma resposta a ameagas reais €
imediatas, enquanto a ansiedade surge de um perigo potencial. Em 2019, a OMS estimou que
301 milhdes de pessoas sofrem de transtornos de ansiedade no mundo, com o Brasil
apresentando altas taxas de prevaléncia. Traumas podem desencadear ansiedade, e diversos
fatores genéticos e ambientais contribuem para o desenvolvimento desses transtornos. A
Ativacdo Imune Materna (AIM), desencadeada por infecgdes na gestacdo, ¢ estudada por seu
impacto no neurodesenvolvimento do feto. E um processo que causa perturbagdes no curso
normal do desenvolvimento do feto, podendo de diferentes formas, a depender do organismo,
impactar na vida adulta da prole. O resveratrol, um polifenol com propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias, tem mostrado potencial neuroprotetor e efeitos benéficos para a saude.
Este estudo analisou o efeito neuroprotetor do resveratrol administrado cronicamente durante
a gestagdo na prole de camundongos machos adultos, especialmente em relagdo aos déficits
relacionados aos comportamentos do tipo ansiosos associados a administragdo de antigenos
suspensos na vacina de Influenza nas maes gestantes. O resveratrol ou carboximetilcelulose
foram administrados via gavagem durante todos os dias da gestacdo (de EO a E21) e a vacina
ou solugdo PBS foram aplicados no 16° dia de gestacao (E16), de acordo com o grupo
experimental. Comportamentos do tipo ansiosos foram analisados na prole usando os testes
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e Campo Aberto (CA). No LCE, observou-se uma tendéncia
de comportamento ansioso nos grupos cujas maes receberam apenas a vacina, evidenciado por
uma menor frequéncia de comportamentos exploratorios, como Head Dipping (HD) e
Stretched Attend Posture (SAP). O grupo G4 (maes tratadas com resveratrol e vacina)
demonstrou maior frequéncia desses comportamentos, sugerindo que o resveratrol pode mitigar
os efeitos da resposta imunoldgica materna sobre a ansiedade na prole. Embora ndo houvesse
diferencas estatisticamente significativas no tempo passado nos bracos abertos do LCE entre
os grupos, a prole do grupo G4 exibiu uma tendéncia a permanecer mais tempo nos bragos
abertos do que o grupo G2 (apenas vacina). No teste de Campo Aberto, ndo houve diferengas
significativas na locomog¢do ou na tendéncia de permanecer no centro do campo, mas uma leve
tendéncia indicou que o G4 passou mais tempo na area central, sinalizando menor
comportamento ansioso em comparagao ao G2. Fatores externos, como variagdes no manejo
dos animais e reformas no biotério, possivelmente aumentaram o estresse ambiental, o que

pode ter influenciado os resultados. O estudo sugere que o resveratrol pode ter efeito



neuroprotetor contra comportamentos ansiosos decorrentes de insultos imunoldgicos maternos,

embora fatores externos e limitagdes estatisticas indiquem necessidade de mais pesquisas.

Palavras chave: Ansiedade, Ativacdo Imune Materna, Resveratrol, antigenos suspensos na

Vacina Influenza, Labirinto em Cruz Elevado, Campo Aberto.
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1. INTRODUCAO

O medo e a ansiedade sdo emocdes capazes de desencadear reacdes fisiologicas e
comportamentais semelhantes no organismo de diferentes espécies. Em geral, a grande
diferenga entre medo e ansiedade se da pela origem das emocgdes: Enquanto o medo se origina
da percepgao de perigos reais € iminentes, a ansiedade ¢ causada pela apreensdao diante uma

situagdo de perigo vaga e apenas potencial (CRUZ & LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).

Em 2022, a Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) divulgou sua maior revisao desde a
virada do século sobre sade mental. No documento consta que em 2019, 301 milhdes de
pessoas de todas as idades sofreram de algum transtorno de ansiedade, mundialmente (WHO,
2022). O Brasil figura entre os paises no qual a populagdo ¢ mais afetada com transtornos de
ansiedade nas Américas, sendo que em 2019, aproximadamente 723 pessoas a cada 100 mil
sofriam de algum transtorno de ansiedade que causava incapacidade ao individuo (PAHO,

2021).

De acordo com o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5),
existem diferengas primordiais entre respostas normais de medo e ansiedade e os transtornos
de ansiedade. Em geral, os transtornos de ansiedade se diferenciam do medo e da ansiedade
como adaptagdes evolutivas pela excessividade e pela permanéncia das manifestagdes
fisiologicas além do apropriado. Em diferentes niveis, as perturbagdes no corpo em resposta a
situagdes de risco sdo passageiras, de acordo com a necessidade; mas nos transtornos de

ansiedade podem ser persistentes e exageradas.

A ocorréncia de um trauma pode desencadear reacdes de ansiedade a medida que a
pessoa € novamente exposta a uma situacdo semelhante em algum aspecto (CAREY et al.,
2021). Os transtornos de ansiedade reconhecidos pelo DSM-5 incluem: transtornos de
ansiedade de separacdo, social, generalizada, induzido por substincia ou medicamento;
mutismo seletivo; transtorno de panico; agorafobia; transtorno de estresse pos-traumatico, entre

outros (DSM-5, 2013).

Varios sdo os fatores que podem levar ao surgimento e agravamento de transtornos de
ansiedade. Dentre os principais sdo vistos os fatores genéticos e ambientais, sem que haja
precisdao em relagdo ao quanto cada um influencia (MARGIS et al., 2003). Atualmente, sabe-

se que mesmo durante o desenvolvimento fetal, fatores estressores podem desencadear uma
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série de consequéncias para o individuo, que quando adulto podem se desenvolver em

transtornos (DUARTE, 2019; GONZALEZ-PEREZ et al., 2010).

A Ativagdo Imune Materna (AIM) ¢ um processo que vem sendo cada vez mais
estudado nos ltimos anos. A formagao do Sistema Nervoso Central (SNC) do feto durante a
gestacdo ¢ delicada, e perturbagdes que ocorrem no funcionamento fisiologico da mae podem
interferir no neurodesenvolvimento de forma negativa (URAKUBO et al., 2001). Infecgcdes
maternas que ocorrem durante a gestagdo sdo capazes de ativar o sistema imunoldgico da mae
de forma que o estresse imunoldgico cause alteragdes no feto em desenvolvimento que irdo se

manifestar apos o nascimento (BOULANGER-BERTOULOS et al., 2018).

Estudos epidemiologicos indicam a correlagdo entre o aumento de doengas em
determinada area e posteriormente o aumento de doengas neuropsiquidtricas em criangas cujas
maes estavam gravidas durante o surto. Apos uma epidemia de rubéola nos Estados Unidos em
1964 houve aumento expressivo no numero de criangas que apresentavam caracteristicas
associadas ao Transtorno do Espectro Autista (TEA) que haviam sido diagnosticadas com
rubéola congénita (CHESS, 1971). O mesmo ocorreu em Nova York, quando 20% dos filhos
de maes que haviam sido infectadas com rubéola durante a gravidez foram diagnosticados com

esquizofrenia (SOLEK et al. 2018).

Pesquisas mostram que, além da rubéola, infec¢des bacterianas em geral, gripes,
toxoplasmose, sarampo e herpes também podem estar associadas ao aumento do
desenvolvimento de doencas neuropsiquidtricas (PLOEGER et al. 2010; JIANG et al., 2016;
SOLEK et al., 2018). Doengas como esquizofrenia, transtorno do espectro autista e transtorno
bipolar ja& foram associadas a ocorréncia do aumento de diferentes doencas infecciosas em

determinadas areas por estudos epidemiologicos (DAVIES et al 2003, SOLEK et al. 2018).

A relacdo entre o sistema imunologico e o SNC ocorre mutuamente. Através de vias
neuroenddcrinas, componentes do SNC como hipotalamo e hipofise sdo capazes de modular o
sistema imunologico, enquanto a sinalizagdo do sistema imunoldgico para o SNC ocorre
primordialmente através da liberagdo de citocinas, que sdo proteinas capazes de modular

respostas celulares em diversos alvos do SNC (ALBERTS et al., 2017).

No contexto da gestagdo, ¢ necessaria uma regulagdo da resposta imunoldgica da mae.
O feto carrega em si moléculas provenientes do pai, e as estruturas do trofoblasto se alojam

profundamente na parede uterina. Ainda assim, apesar da incompatibilidade, tecidos e 6rgaos
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que na mae agem como um aloenxerto nao sao rejeitados. Assim, um dos primeiros eventos de
uma gestagao normal ¢ o desenvolvimento de tolerancia imunologica da mae para com o feto

(TIZARD, 2023).

Através da agdo de hormonios e citocinas o ambiente uterino torna-se viavel a
implanta¢ao do odcito. Pela agdo da progesterona, e de diferentes interferons como IFN-t e
IFN-vy, ocorre a supressao da resposta imune localmente, € o corpo da mae torna-se tolerante a
presenga do embrido (TIZARD, 2023). Passadas as primeiras semanas de gestacdo, ocorre a
formagdo da placenta, que forma a barreira placentaria, responsavel por filtrar a passagem de
substincias da mae para o feto e assume importante papel na tolerdncia imunolédgica ao feto

(LANGMAN, 2021).

J4

Entretanto, a placenta ndo ¢ capaz de formar uma barreira impenetravel. Quando
ocorrem infec¢des maternas durante a gestacdo, o sistema imunologico, que ja havia sido
modulado em diferentes niveis, passa por um desafio maior, comprometendo o delicado
equilibrio do ambiente uterino. Estima-se que o processo de AIM cause um estresse
imunologico, e o desenvolvimento fetal normal pode ser comprometido (URAKUBO et al.,

2001).

Uma hipotese destacada nas pesquisas sobre o tema € a de que citocinas inflamatorias
atuam nas células da microglia fetal em desenvolvimento, causando disturbios em seu
funcionamento normal (KNUESEL et al., 2014). Ainda ndo € possivel precisar quais os
mecanismos moleculares, mas sabe-se que, parte da microglia em roedores deriva de células
mieloides de fora do SNC, tendo seu desenvolvimento normal influenciado por substancias que
ndo necessariamente atravessam a barreira placentdria, e posteriormente migrando para o

encéfalo (KNUESEL et al., 2014).

Brown e colaboradores identificaram o aumento de citocinas pro-inflamatorias como
IL-6, TNF-a ¢ IL-8 no soro materno e fluido amnidtico em associacao ao aumento de disturbios
neurodesenvolvimentais. O aumento dessas citocinas ocorre em associagdo a resposta da mae
a infecc¢des (virais ou bacterianas), mas os mesmos distirbios neurodesenvolvimentais foram
também vistos na prole de maes que nao sofreram infec¢des, mas que receberam injecao das

proprias citocinas (KNUESEL et al., 2014).

A presenga destas citocinas pro-inflamatorias, além de IFN-B e IL-1b, tanto no soro

materno e liquido amnidtico, quanto na placenta e no encéfalo dos roedores indicam que essas
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substancias sdo capazes de atravessar a barreira placentdria e alcangar o embrido em
desenvolvimento (URAKUBO et al., 2001), fato esse que se complementa a possibilidade de
que células neuronais migram ao encéfalo ja com alguma perturbagdo. Em contrapartida, foi
visto que, a aplicacao de anticorpos anti-IL-6 em fémeas de roedores com infec¢des virais foi
capaz de reverter disturbios neurais (KNUESEL et al., 2014), e o aumento de citocinas anti-
inflamatoérias, como IL-4, IL-5 e IL-13, foi associado ao mesmo efeito (ALLSWEDE et al.,
2016).

E importante destacar que existem periodos nos quais a formagdo do embrido é mais
suscetivel a problemas que possam gerar maiores consequéncias. No inicio da 3* semana de
gestacdo ocorre a formacdo da placa neural, seguida da formacdo do neuroectoderma, que
marca o inicio do processo de neurulagdo. A formacao do SNC ocorre a partir de consecutivos
processos de diferenciacdo dessas estruturas do folheto ectodérmico, e dependem de diversas
substancias e genes (LANGMAN, 2021). Perturbagdes neste processo em estagios iniciais do
desenvolvimento podem amplificar problemas em todos os processos subsequentes

(KNUESEL et al., 2014).

Conception Gestation (weeks) Birth Adolescence Adulthood

0 4 8 12 16 20 24 28 32 o
L 1 1 | 1 1 I 1 1 |

Neurulation Neurogenesis Neural migration
and
gliogenesis
T Apoptosis
Initiation of haematopoiesis

Synaptogenesis

Migration of immune
stem cells and expansion
of progenitor cells

Myelination

Synaptic pruning

Colonization of immune cells Maturation of innate and
adaptive immunity
1+ trimester 204 trimester 3 trimester

Figura 1. Linha do tempo do desenvolvimento do cérebro e do sistema
imunologico, da gestacao a vida adulta. Os efeitos de curto e longo prazo
da Ativacdo Imune Materna dependem da predisposi¢ao genética, janela
de tempo do desenvolvimento fetal ou pos natal e da intensidade do insulto

imunogénico. Fonte: Knuesel et al., 2014.

Com isso, estima-se que, o estresse imunoldgico que ocorra durante as primeiras
semanas de gestagdo tenha, potencialmente, consequéncias mais graves no desenvolvimento

do embrido, podendo inclusive inviabilizad-lo (KNUESEL et al., 2014; KALISH et al., 2021).
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Enquanto eventos de Ativagdo Imunologica Maternal que ocorrem em estagios avangados nao
propagam com tanta intensidade, mas podem causar distirbios em diversos sistemas do corpo,

em especial neuropsiquidtricos (SPINIT et al., 2020).

Maternal genes
x

Paternal genes

Age-related
sporadic
Puberty and neurodegenerative
post puberty disorders
mIA and Severe brain Schizophrenia, AD, PD
other malformation Perinatal or _Early depression, and similar
stressors N— Premature death, postnatal childhood other other causes
Genetic natural abortion Cerebral palsy ASD mental ilinesses of dementia
predisposition
of the offspring T T 1 I |
Repeated
and cumulative
exposure to various
environmental risk factors,
Various potential epigenetic changes,
postnatal hits immune activation,
over a lifetime ageing

Figura 2. Hipotese de cadeia de eventos pds Ativagdo Imune Materna. Em
humanos, a AIM pode levar a um amplo espectro de disfun¢des neuronais
e fenotipos comportamentais observaveis tanto na prole juvenil, adulta ou
envelhecida. Abreviaturas: AD, doen¢a de Alzheimer; ASD, Transtorno do
espectro do autista; mlA, ativacdo imune materna; PD, doenca de

Parkinson. Fonte: Knuesel et al., 2014.

Em animais ndo ¢ possivel afirmar que a ansiedade ocorre de maneira idéntica ao que
ocorre em humanos, porém ao longo dos anos, foram desenvolvidas pesquisas que indicam
uma possivel correspondéncia, especialmente de humanos com outros mamiferos. A
aplicabilidade destas pesquisas ¢ mais forte no ramo farmacéutico, onde sdo usadas como
parametro para o desenvolvimento de novas drogas ansioliticas (CRUZ & LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2012).

Além de buscar entender os distirbios que podem ser causados pela AIM, estudos
também sao feitos para buscar formas de reverter e/ou prevenir estes problemas. Nas duas
ultimas décadas, um polifenol de ocorréncia natural produzido em vérias plantas,
especialmente a partir de cascas e sementes de uvas, vém recebendo destaque pela comunidade
cientifica, por atuar como uma fitoalexina (compostos quimicos produzidos pelas plantas para
combater infecgdes contra diversos patogenos), além de desempenhar papéis neuroprotetores
e terapéuticos em outros organismos (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; RAHMAN et al.,
2020).
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O resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) possui diversas propriedades biologicas em
destaque, como atividades anti-inflamatorias e antioxidantes, que podem ser utilizadas para
aplicacdes terapéuticas potenciais e promissoras (DUMONT et al., 2021; CSISZAR, 2011). Na
gravidez, acredita-se que o resveratrol possa ser benéfico para reverter algumas possiveis
perturbagdes associadas ao posterior desenvolvimento de doengas neuropsiquiatricas na prole

(DARBY et al., 2019).

A molécula de resveratrol ¢ sintetizada a partir da fenilalanina, especialmente nas
cascas das uvas, em resposta a alguma patologia que acomete a planta (SOLEAS et al., 1997,
SIEMANN e CREASY, 1992). A via de sintese do resveratrol envolve 4 rea¢des enzimaticas
que transformam a fenilalanina em uma das isoformas de resveratrol: cis ou trans. Tipicamente,
na natureza a forma trans ¢ predominante e é a mais estudada por alcangar os efeitos biologicos

descritos em pesquisas (SOLEAS et al., 1997).

COzH
QS
PHENYLALANINE AMMONIA LYASE hﬂ
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Figura 3. Via de biossintese do resveratrol (1) a partir

da fenilalanina. Fonte: Soleas et al., 1997.
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Figura 4. Formulas moleculares do resveratrol. Trans-resveratrol a

esquerda, e cis-resveratrol a direita. Fonte: Soleas et al., 1997.

Dentre os efeitos benéficos do resveratrol, os que foram melhor descritos incluem sua
propriedade antioxidante, por ser capaz de interagir com Espécies Reativas de Oxigénio (ROS),
e ser capaz de inibir competitivamente fosfodiesterases responsaveis pela quebra de Adenosina
Monofosfato Ciclico (cAMP) em algumas vias como SIRT1 (DIAZ-GEREVINI et al., 2016)
e COX (NAKATA et al. 2012); e sua propriedade anti-inflamatdria, por ser capaz de regular a
expressao de algumas citocinas, como ¢ o caso do HIF-1a e VEGF (DIAZ-GEREVINI et al.,
2016). Existe também a hipotese de que o resveratrol seja capaz de atuar na via da NO sintetase
endotelial (eNOS), que estaria correlacionado aos seus efeitos na satde cardiovascular

(NAKATA et al., 2012).

Especificamente no SNC, o efeito do resveratrol como protetor celular ja foi
identificado. Em estudos in vitro, o resveratrol ¢ capaz de atuar como neuroprotetor sobre
neurdnios dopaminérgicos (BLANCHET et al. 2008). Em estudo in vivo, atuando em neuronios
colinérgicos foi capaz de amenizar déficits de memoria e aprendizagem causados por
comorbidades como diabetes mellitus (SCHMATZ et al., 2009). Além disso, foi testado em
diversos ensaios clinicos que buscaram demonstrar sua absorcao, eficacia e seguranga (PATEL

etal., 2011).

O tratamento de transtornos psiquicos pode ser feito através de métodos terapéuticos
que envolvem, entre outros, a prescri¢cao de psicofarmacos (AGUIAR et al., 2016). Dentre os
medicamentos mais utilizados, os efeitos adversos podem variar desde perda de apetite e
disfungdo sexual, a sindrome de abstinéncia, mesmo que utilizados de forma correta
(FAUSTINO, 2010). Atualmente as pesquisas mencionadas buscam alternativas aos
tratamentos convencionais para transtornos de ansiedade justamente devido aos problemas que

estes podem ocasionar (FAUSTINO, 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Os transtornos de ansiedade afetam grande parte da populagdo mundial, acarretando
sofrimento e prejuizos a nivel pessoal e social. Os tratamentos para esses transtornos incluem
medicamentos que frequentemente causam efeitos colaterais indesejaveis, além de serem
dispendiosos. O uso de resveratrol ainda durante a gestacdo pode ser uma alternativa para se
evitar o surgimento deste tipo de transtorno na prole em idade adulta, prevenindo o surgimento
do problema, além de ser um composto que ndo exibe efeitos colaterais conhecidos. Além
disso, ¢ importante entender como as vacinas interferem no neurodesenvolvimento do feto,
quando aplicadas durante a gestacdo, pois em dados contextos, a vacinacao pode ser necessaria,

ainda que a gestacdo esteja em curso.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo geral deste projeto foi investigar se o resveratrol ¢ capaz de atuar como
protetor contra prejuizos comportamentais causados pela AIM, devido a administracdo de

antigenos suspensos na vacina Influenza durante a gestagao.

Objetivos especificos

. Investigar os efeitos da AIM sobre comportamentos do tipo ansiosos na prole adulta,
causados pela administragdo de antigenos suspensos na vacina Influenza no 16° dia de

gestacao;

. Verificar se o resveratrol administrado cronicamente durante a gestacdo ¢ capaz de
atuar como neuroprotetor, impedindo ou minimizando os efeitos deletérios que sao esperados

pela AIM, na prole de machos adultos.
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4. MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Para esta pesquisa foram utilizados animais da linhagem Balb/C, fornecidos pela Rede
de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), de acordo
com o projeto 055/19 aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). Foram
fornecidos inicialmente 12 camundongos machos e 24 fémeas para acasalamento, todos com
3 semanas de vida. Os animais foram mantidos nas dependéncias do biotério em caixas

individualizadas até que atingissem a idade e o peso para a reprodugao.

De acordo com o protocolo aprovado, o alojamento de camundongos foi mantido a uma
temperatura de 23°C, e ciclos de luz 12hrs com ilumina¢ao/12hrs sem iluminacdo, ¢ tinham

livre acesso a 4gua e comida (Figura 5).

Figura 5. Caixas do alojamento dos camundongos no REBIR.

FONTE: A autora (2024)

Ao atingirem a idade de 5 semanas de vida e o peso de aproximadamente 30g, as fémeas
foram colocadas na caixa do macho, em proporcdo de 2 fémeas para 1 macho, e foi

contabilizado o inicio do acasalamento.
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Inicio do tratamento Vacina
(Carboximetilcelulose (PES ou Influenza
ou resveratrol) trivalente)
Acasalamento Parto
r
| | | | | | | | | | |
E3 E2 B E0 E1 E2 E13 E14 EI5  E16 E20  E21

Verificagdo da
rolha vaginal

Gavagem e pesagem

Figura 6. Cronograma experimental em linha do tempo. Fonte: A autora (2024).

Durante os dias de acasalamento as fémeas eram analisadas em busca de verificar a

sendo este dia considerado o 1° dia da gestacao e o dia do inicio do tratamento (EO).

Figura 7. Visualiza¢do da rolha vaginal (EO na linha do

tempo). Fonte: A autora (2023)

presenca ou auséncia da rolha vaginal (mistura de secre¢do vaginal e sémen) (Figura 7). Em

média, o acasalamento durava 4 dias até que a presenga de rolha vaginal fosse confirmada,
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Delineamento experimental

Apoés a visualizacdo da rolha vaginal as fémeas foram separadas dos machos e

colocadas em caixas individuais, e o tratamento foi iniciado de acordo com o grupo:

e Grupo 1 (G1): Tratadas com carboximetilcelulose a 0,5% via gavagem (1 dose por dia),

de EO a E21 + 1 injecdo intramuscular tnica de PBS em E16;

e Grupo 2 (G2): Tratadas com carboximetilcelulose a 0,5% via gavagem (1 dose por dia),
de E0O a E21 + 1 inje¢do intramuscular unica de antigenos suspensos na vacina influenza

em E16;

e Grupo 3 (G3): Tratadas com resveratrol via gavagem (1 dose por dia), de EO a E21 + 1

injecdo intramuscular tnica de PBS em E16;

e Grupo 4 (G4): Tratadas com resveratrol via gavagem (1 dose por dia), de E0 a E21 + 1

injecdo intramuscular Unica de antigenos suspensos na vacina influenza em E16.

-

Figura 8. A. Agulha de gavagem utilizada durante o experimento.
B. Administragdo de gavagem em fémea gestante. Fonte: A autora

(2023)

O tratamento foi realizado durante todos os dias da gestacao, e as fémeas foram pesadas
diariamente para acompanhar a evolu¢do da gravidez. Durante os 21 dias de gestacdo, as
fémeas foram submetidas a administragao do resveratrol (40 mg/kg), fornecido pela farmacia
de manipulacao Biopharma; ou da carboximetilcelulose (0,5%) por meio de gavagem (0,10 ml)
de acordo com o grupo ao qual foram distribuidas. No dia E16 da gestacdo, as fémeas gravidas

receberam 0,1ml/g de injecdo intramuscular antigenos suspensos do virus Influenza presente
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na vacina, fragmentado e inativado (laboratorio Sanofi Pasteur) ou 0,1ml/g de salina PBS

(10x).

Testes
Parto Desmame comportamentais
Visualizagdo da
ralha vaginal Vacina
J l A\ ¥ v
I [ 1 | |
B0 E1s E21/P0 P21 P60

dl .
- L

Gestagdo

Figura 9. Cronograma experimental em linha do tempo. Fonte: A autora (2024)

As gestagdes duraram aproximadamente 21 dias, e os filhotes foram mantidos na caixa
com a mae durante 21 dias, que era o periodo de amamenta¢do. Apds o desmame os filhotes
foram separados em machos e fémeas, ¢ mantidos no alojamento de camundongos do biotério

até que completassem 60 dias de vida, data estabelecida como parametro para que fossem

considerados adultos, podendo passar pelos testes comportamentais.

Figura 10. Fases da gestagdo. A. Fémea 1 dia apds ser visualizada a rolha vaginal (segundo
dia de gestagdo- E1); B. Fémea no 11° dia de gestacdo (E10); C. Fémea no 16° dia de
gestacdo (E15); D. Fémea no 20° dia de gestacao (E19).
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Figura 11. Fases do crescimento dos filhotes. A. Filhotes no 1° dia ap6s o nascimento (P1);

B. Filhotes no 7° dia apo6s o nascimento (P7); C. Filhotes do 12° dia ap6s o nascimento
(P12); D. Filhotes no 21° dia apds o nascimento (P21) na caixa com a mae antes de ser
realizado o desmame. Foi colocado um iglu fornecido pelo biotério como enriquecimento

ambiental.

Testes comportamentais

As pesquisas de doengas neuropsiquidtricas dependem da utilizagdo de modelos
animais. O estudo dos fendmenos que ocorrem nos animais da aos pesquisadores
direcionamento para compreender os mecanismos das psicopatologias, e fornecem dados
importantes para a pesquisa farmacoldgica que busca desenvolver medicamentos para melhorar

a qualidade de vida de pacientes (CRUZ & LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).

Em termos financeiros, a utilizagdo de testes comportamentais mostra-se muito
vantajosa por dar a possibilidade de ser feita com equipamentos relativamente baratos e,
utilizando-se dos parametros corretos, mostram grande eficacia em fornecer dados relativos ao
comportamento padrdo e comportamentos disfuncionais de animais de pesquisa (PINTO et al.,
2011).

Para avaliar comportamentos do tipo ansiosos, varios testes sao utilizados em diversas
areas de pesquisa. Para esta pesquisa os animais foram submetidos aos testes de Labirinto em

Cruz Elevado (LCE) e Campo Aberto (CA).

Labirinto em Cruz Elevado (LCE): E um teste comportamental utilizado para estudos
relacionados aos transtornos de ansiedade e desordens de panico. No labirinto, ocorre
um evento de “conflito de aproximacgao-esquiva”, baseado no comportamento do
animal mediante um ambiente desconhecido, € em sua tendéncia natural de evitar

ambientes abertos e que podem potencialmente oferecer algum risco (PINTO et al.,
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2011). O aparato consiste em uma cruz, formada por 2 bragos abertos (30 x 5 cm) e 2
bracos fechados (30 x 5 x 15 c¢cm), elevados a 50 centimetros do solo. Inicialmente ¢
realizada uma ambientagdo, na qual o animal ¢ colocado no aparato e mantido por 600
segundos. Para o teste propriamente dito, o0 animal ¢ posicionado no centro do labirinto,
virado de frente para um dos bragos abertos, e sua movimentagao ¢ monitorada durante
300 segundos. Entre a realizacdo do teste de dois animais diferentes ¢ realizada a
limpeza do aparato com dalcool 70% e conta-se 120 segundos para dissipagdo da
substancia. Posteriormente o comportamento ¢ avaliado através da andlise das
filmagens, de acordo com os pardmetros pré-estabelecidos: Tempo que passou nos
bragos abertos, e episodios de Stretched Attend Posture (SAP) e mergulhos de cabeca
(Head Dipping).

A

Figura 12. Aparato do teste de LCE. A. Aparato mostrando os bragos abertos e
fechados. Fonte: Duarte (2019). B. Animal explorando um dos bragos abertos do
labirinto. Fonte: A autora (2024).

Campo Aberto (CA): E um teste utilizado ndo somente para avaliar comportamentos
associados a ansiedade mas também a atividade locomotora do animal. O aparato
consiste em uma base de 30 centimetros de didmetro, dividida em 12 quadrantes
(subdivididos em 4 centrais e 8 periféricos), cercados por um cilindro de acrilico de 30
centimetros de altura. Inicialmente € realizada uma ambientacdo, na qual o animal ¢
colocado no aparato e mantido por 600 segundos. Para o teste propriamente dito, o
animal ¢ posicionado no centro do campo, e sua atividade ¢ monitorada por 300
segundos. Entre a realizagdo do teste de dois animais diferentes ¢ realizada a limpeza

do aparato com alcool 70% e conta-se 120 segundos para dissipagdo da substancia.
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Posteriormente o comportamento ¢ avaliado através da andlise das filmagens, de acordo
com os parametros pré-estabelecidos: Locomogao total, cruzamentos centro-periferia e
tempo nos quadrantes centrais. A avaliacdo dos parametros ¢ feita de acordo com a
indicagdo de comportamentos exploratorios, sendo que quanto mais o animal evita o
centro do aparato, onde estd supostamente desprotegido, e quanto menos se locomove
pelo aparato, menor a indicagdo de exploracao do ambiente, considerando-o com mais

comportamentos do tipo ansiosos.

Figura 13. Animal no aparato durante o

teste de CA, localizado em um dos
quadrantes periféricos. Fonte: A autora

(2024).

Eutanasia dos animais

A eutanasia dos animais foi realizada pelo biotério, de acordo com a solicitagdo para
finalizacao de lote experimental feita pela pesquisadora ao fim de cada bateria de experimentos.
As maes e filhotes fémeas foram eutanasiadas ap6s o desmame, e os filhotes machos apos a
realizacdo dos testes comportamentais para minimizar o sofrimento animal. O biotério realiza

a eutanasia através de exposi¢do ao monoxido de carbono em cdmara de gés.

Analises estatisticas

A quantidade de animais em cada grupo variou de acordo com os nascimentos de filhotes
machos, tendo sido: G1 (n=7), G2 (n=6), G3 (n=10) e G4 (n=6). Os comportamentos foram

analisados e os dados foram submetidos a anélise estatistica utilizando o programa GraphPad
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Prism 5 por One-Way ANOVA. Alteragdes significativas foram consideradas quando p<0,05 e
neste caso a analise foi seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls para comparagao entre

os grupos de interesse.

29



5. RESULTADOS

Os resultados dos testes comportamentais foram representados como média e erro
padrao da média. Os resultados foram representados em graficos gerados pelo proprio

programa de analise estatistica GraphPad Prism 5.

5.1. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

A figura 14 mostra a porcentagem de tempo que os animais de cada grupo experimental
passaram nos bragos abertos do LCE durante o teste comportamental. Nao foram notadas
diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais, mas as médias demonstram
uma tendéncia dos animais de G4 (animais cujas maes receberam vacina e foram tratadas com

resveratrol) de permanecerem maior tempo nos bracos abertos.

TEMPO NOS BRACOS ABERTOS

201
<3
E 15+ G1: Carboxi + PBS
g (G2: Carboxi +Vacina
L 10- G3: Resveratrol+PBS
z —— G4: Resveratrol+Vacina
2 -
E e |

0 e l ':': :

o leid &’ >

Figura 14. Tempo de permanéncia nos bracos abertos, em porcentagem, dos animais dos 4
grupos experimentais do teste de LCE. G1 (6,38 +2,85), G2 (3,86 = 2,06), G3 (6,08 £2,24) ¢
G4 (12,46 = 5,24). Nao houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Diferenca
estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados do grafico estdo representados na

forma de média + EPM.
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Stretched-Attend Posture (SAP) ¢ um comportamento tipico de avaliagao de risco, no
qual o animal se inclina para frente e busca informacgdes sobre o ambiente no qual foi inserido.
Ao analisar o niimero de episddios de SAP (figura 15), foram identificadas diferencas
estatisticas entre o grupo G4 (8 = 1,09) e todos os outros grupos experimentais, incluindo o
grupo controle. Os valores de média e erro padrao da média para os demais grupos foram: G1

(2,29 + 1,12), G2 (3,33 + 1,20) e G3 (2,43 = 0,48).

SAP
15- -
G1: Carboxi + PBS
G2: Carboxi+Vacina
10- * G3: Resveratrol+PBS
g — G4: Resveratrol+Vacina
£
=
c 5 . .
— -
n 1
o v & o

Figura 15. Numero de episodios de Stretched-Attend Posture (SAP) dos animais dos quatro
grupos experimentais do teste de LCE. * Diferenca estatistica significativa com G4. **
Diferenca estatistica significativa com G4. ***Diferenga estatistica significativa com G4
Diferenca estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados do grafico estdo

representados na forma de média + EPM.
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O parametro comportamental de Head Dipping (HD) se refere a inclinagdo da cabeca
do animal para baixo na borda do labirinto, como em um mergulho, sendo um parametro
exploratorio. Analisando o ntimero de episodios de HD representado na figura 16, foi possivel
perceber diferenca estatistica significativa somente em relagdo a G1 (0,67 £0,33) e G4 (3,6 £
1,02), com os animais do G4 apresentando um numero maior de mergulhos (soma de mergulhos
protegidos e desprotegidos) que os animais de G1. Os valores de média e erro padrao da média

para os demais grupos foram: G2 (1,4 +0,75) e G3 (1,46 £0,6)

HEAD DIPPING
5+ *
4 G1: Carboxi + PBS
O 5 G2: Carboxi +Vacina
% G3: Resveratrol+PBS
S o. - G4: Resveratrol+Vacina
2 T
|
1' :l:l
0 '-:-: -
o ov & >

Figura 16. Numero de episodios de Head Dipping dos animais dos quatro grupos experimentais
do teste de LCE. * Diferenca estatistica significativa entre G1 e G4. Diferenca estatistica
significativa considerada se p<0,05. Os dados do grafico estdo representados na forma de média

+ EPM.
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5.2 Teste de Campo Aberto (CA)

Em relacao a locomogao total dos animais durante o teste de campo aberto (figura 17)

nao foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais.

LOCOMOCAO TOTAL
150-
H —_ G1: Carboxi + PBS

o 100- | G2: Carboxi +Vacina
W o G3: Resveratrol+PBS
D o G4: Resveratrol+Vacina
< 50- ]

o =

0 '=:=: .
e loid & >

Figura 17. Locomogao total dos animais dos quatro grupos experimentais do teste de CA. G1
(105,5 £ 9,64), G2 (101,16 + 14,76), G3 (101,3 + 4,34) e G4 (116,33 + 5,38). Nao houve
diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Diferenga estatistica significativa

considerada se p<0,05. Os dados do grafico estdo representados na forma de média + EPM.
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A figura 18 representa os cruzamentos centro-periferia, sendo que os dados

demonstram que ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos experimentais.

CRUZAMENTOS CENTRO-PERIFERIA

150+
- - G1: Carboxi + PBS
Rl = G2: Carboxi +Vacina
% = G3: Resveratrol+PBS
S i s G4: Resveratrol+Vacina
Z 504
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Figura 18. Numero de cruzamentos centro-periferia dos animais dos quatro grupos
experimentais do teste de CA. G1 (103,33 +£10,53), G2 (100,17 + 14,76), G3 (100,3 = 2,09) e
G4 (115,33 £5,38). Nao houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Diferenca
estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados do grafico estdo representados na

forma de média + EPM.
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A figura 19 mostra que os animais ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos experimentais em relagcao ao tempo que permaneceram nos quadrantes centrais

do campo aberto.

TEMPO CENTRAL
50-
—~ 40 - - . :
%) G1: Carboxi + PBS
2] G2: Carboxi +Vacina
30-
8 o 1 T G3: Resveratrol+PBS
5 20- e | G4: Resveratrol+Vacina
2 o
9 104 s
0 .

o Il &° >

Figura 19. Tempo, em segundos, de locomocao entre os quadrantes centrais dos animais dos
quatro grupos experimentais do teste de CA. G1 (25,83 + 6,57), G2 (22,6 = 3,6), G3 (27,11 £
5,76) e G4 (39,6 = 3,38). Nao houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos.
Diferenca estatistica significativa considerada se p<0,05. Os dados do grafico estdo

representados na forma de média + EPM.
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6. DISCUSSAO

Este estudo investigou o efeito neuroprotetor do resveratrol sobre a prole de machos
adultos, quando administrado cronicamente na mae, durante a gestacao (de EO a E21) por
gavagem. A atividade neuroprotetora foi avaliada em relacdo aos déficits
neurodesenvolvimentais causados pela administragdo de antigenos suspensos na vacina

Influenza nas maes em idade gestacional E16.

A administragdo de insulto imunologico durante a gestacao ja foi anteriormente
associada a distirbios comportamentais na prole adulta (URAKUBO et al., 2001; ALLSWEDE
etal., 2016). A vacinagdo ¢ uma estratégia que busca amenizar os problemas que possam surgir
a partir de uma infecgao, pois € capaz de induzir a produgdo de anticorpos sem que o0 organismo
seja exposto ao patdgeno ainda ativo (TIZARD, 2023). Para este estudo, foram avaliados
apenas os comportamentos do tipo ansiosos que possam surgir na prole, a partir da exposi¢ao
materna, durante a gestagdo, aos antigenos suspensos na vacina influenza, como demonstrado
por Spini e colaboradores (2020), ainda que a infec¢do pela vacina nao seja tdo potencialmente

perigosa quanto a infec¢do pelos virus Influenza em si.

A avaliagdo de comportamentos do tipo ansiosos em modelos experimentais foi
aprimorada e refinada ao longo de muitos anos de pesquisa cientifica (PINTO et al., 2011).
Para este estudo foram utilizados 2 testes cujo potencial para avaliagdo de parametros
associados aos transtornos de ansiedade j& foi muito bem estabelecido em literatura: Labirinto

em Cruz Elevado (LCE) e Campo Aberto (CA) (CRUZ & LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).

O LCE ¢ utilizado para avaliar o paradoxo entre a predisposi¢ao natural dos roedores
pela exploracdo de um novo ambiente e sua tendéncia a evitar ambientes desprotegidos e
elevados. Este fenomeno ¢ chamado de Approach-avoid conflict, ou “Conflito aproximagao-
esquiva” (PINTO et al., 2011). A resposta comportamental ¢ interpretada de acordo com a
tendéncia do animal aos comportamentos de esquiva, que indicam uma tentativa de evitar
eventos futuros potencialmente aversivos (PINTO et al., 2011; SILVA e FRUSSA-FILHO,
2000; SPINT et al., 2020). A reducao do tempo de permanéncia nos bragos abertos, 0 aumento
de entradas nos bracos fechados, bem como a diminui¢do de comportamentos de avaliagdo de
risco e exploratorios tais como Stretched Attend Posture (SAP) e Head Dipping (HD) e indicam
comportamentos do tipo ansiosos (PINTO et al., 2011; SILVA e FRUSSA-FILHO, 2000).

A avaliagdao de parametros exploratorios mostra que em relacdo a HD e SAP foram

vistas diferencas estatisticas significativas entre os grupos (p < 0,05). Na avaliacdo de SAP
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houve diferenca estatistica significativa entre todos os grupos, sendo que G4, cujas maes
receberam ambos os ativos (resveratrol e vacina) demonstraram tendéncia maior que todos os
outros (G1, G2 e G3) de realizar o comportamento. Ja na avaliagao de HD foi vista diferenca
estatistica significativa apenas entre G1 e G4, seguindo a mesma tendéncia, de que animais do

G4 realizam mais mergulhos.

Em Cruz et al., 1994, ¢ destacada a importancia de analisar estes dados a partir da
perspectiva de avaliacdo de risco: a diminuicao de comportamentos exploratorios como HD e
SAP mostram uma tendéncia aos comportamentos de precaugdo e cautela. Sendo assim, a
menor quantidade de episddios de HD e SAP que sdo vistos especialmente em G1, mas também
em G2 e G3 em relagdo ao G4 indicam que ndo somente o estresse imunoldgico causado pela
vacinagdo durante a gestacdo contribuiu para o desenvolvimento de comportamentos do tipo
ansiosos na prole de machos adultos, como o resveratrol administrado foi capaz de reverter os

prejuizos comportamentais no G4, em relacdo aos demais.

Em relagdao ao parametro “tempo nos bragos abertos” esperava-se que houvesse uma
diferenga entre o grupo que recebeu a vacina e ndo recebeu o resveratrol (G2), € o grupo que
recebeu a vacina e o resveratrol (G4), indicando que os prejuizos comportamentais causados
pela administracdo da vacina durante a gestagdo podem ser evitados pelo tratamento com
resveratrol. Apesar de ndo ter sido identificada diferenca estatistica significativa, que seria
considerada apenas se p < 0,05, os resultados mostram uma clara tendéncia do grupo 4, de
animais cujas maes foram tratadas com resveratrol e com antigenos suspensos na vacina
Influenza, de passarem maior quantidade de tempo nos bragos abertos do labirinto em relagao
aquelas cujas maes receberam apenas o insulto imunogénico. Esta tendéncia, somada aos
resultados discutidos anteriormente, pode indicar que o tratamento com resveratrol
possivelmente ¢ capaz de reverter prejuizos comportamentais relacionados a transtornos de

ansiedade nas condi¢Oes descritas.

No teste de Campo aberto (CA) busca-se avaliar a locomo¢do do animal, e sua
tendéncia de permanecer no centro, que indica maior inclinagdo a exploragdo do ambiente,
ainda que desprotegido; ou na periferia, que indica precaugao e cautela (CRUZ & LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2012). Em rela¢do a locomog¢ao ndo foram vistas diferencas entre os grupos
que indicassem o efeito neuroprotetor do resveratrol que estd sendo avaliado, nem aumento de
comportamentos do tipo ansiosos na prole de maes que receberam insulto imunogénico. A

quantidade de cruzamentos centro-periferia vista em todos os grupos indica que os animais se
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mantiveram ativos durante o teste, mas ndo indica nenhuma diferenga comportamental entre os

grupos (KRAEUTER et al., 2019).

Ao avaliar o tempo que os animais se locomoveram nos quadrantes centrais do campo,
apesar de ndo serem vistas diferengas estatisticas significativas entre os grupos, ¢ vista uma
tendéncia de que animais do G4 permanegam mais tempo na regiao desprotegida do campo,
enquanto animais do G2 permaneceram menos tempo nesta regido. Este ¢ um dado que,
isoladamente, ndo indica o aumento de comportamentos do tipo ansiosos na prole das maes
que receberam apenas o insulto imunogénico, nem a capacidade do resveratrol de reverter estes
possiveis prejuizos comportamentais, mas aliados aos dados mostrados anteriormente, mostra
uma possivel correlacdo entre aumento dos comportamentos do tipo ansiosos em G2 e

diminui¢ao em G4 com os tratamentos oferecidos aos grupos.

Neste estudo as fémeas gestantes foram submetidas ao tratamento com resveratrol
durante toda a gestagdo, e foi demonstrada uma possivel acdo ansiolitica da substancia. Em
Duarte (2019) a administragdao do resveratrol ocorreu apenas de E14 a E19, e ainda sim foi
visto efeito positivo da substancia em relagao diminuicdo de comportamentos do tipo ansiosos,
depressivos e em défitcs de memoria e sociabilidade. Além disso, neste estudo a administragao
ndo ocorreu via gavagem, € sim via injecdo intramuscular, mostrando que a via de
administracdo ndo necessariamente prejudica a agdo do resveratrol, desde que a dose seja

ajustada.

Spini e colaboradores (2020) também demonstraram que a exposi¢do aos antigenos
suspensos em vacina influenza trivalente e suspensao de antigenos de 7. gondii, em fémeas de
camundongos gestantes, em diferentes estagios da gestagcdo, resultaram em prejuizos
comportamentais diferentes. Este estudo demonstra o impacto da AIM em estagios iniciais da
gestacdo. A administracdo de antigenos suspensos em vacina de influenza em E16 causou
impactos significativos no desenvolvimento de comportamentos do tipo ansiosos, mas outros
estudos podem esclarecer a possibilidade de existir uma janela de tempo em que o

neurodesenvolvimento fetal pode ser mais sensivel a estas perturbacdes.

Alguns fatores relevantes a pesquisa que nao foram demonstrados estatisticamente mas
foram considerados para a interpretagdo dos dados sdo o estresse ambiental e pelo manejo aos
quais os animais foram submetidos durante a pesquisa. Primeiramente, sabe-se que
camundongos machos estdo menos suscetiveis a variagdes hormonais, o que contribui para a

avaliacdo dos parametros sem a interferéncia deste fator (SPINI et al., 2020).
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Um estudo realizado pelo meu grupo de pesquisa por Rodrigues (2023), procurou
entender o efeito neuroprotetor do resveratrol sob comportamentos do tipo ansiosos em filhotes
fémeas das maes tratadas com antigenos suspensos em vacina influenza trivalente,
estabelecendo a relagdo entre o ciclo estral e alteragdes comportamentais que podem ter
influencia de AIM, mas nao foram demonstradas diferencas comportamentais entre os grupos

analisados.

Outro fator foi o ambiente. O biotério passou por mudangas e reformas durante o
periodo de realizagdo dos testes comportamentais que podem ter aumentado o estresse dos
animais. Em relacao a este fator, houve uma tentativa de reduzir o estresse através da utilizacao
de enriquecimento ambiental fornecido pelo biotério. Houve a utilizagdo do iglu, que foi
demonstrada na figura 11D, além de papel picado, feno, algoddo, méscaras e bombons de
girassol que eram colocados nas caixas de acordo com cronograma feito pela equipe do

biotério.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel concluir através desta pesquisa que antigenos suspensos na vacina de
Influenza ¢ capaz de causar alteragdes comportamentais em parametros ligados a ansiedade no
LCE na prole em idade adulta se administrado durante a gestacdo em E16 e que o resveratrol

administrado foi capaz de reverter parcialmente estas alteragdes.
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