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RESUMO 
 

HASSIB, L. C.; FERREIRA, F. R. Efeitos da disbiose entérica gestacional e neonatal durante o 

neurodesenvolvimento sobre o comportamento e a expressão gênica da prole. 2023. 95f. Dissertação 

(Mestrado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 

2023. 

As alterações na microbiota intestinal, conhecidas como disbiose, aparentam ter uma influência 

significativa no neurodesenvolvimento do hospedeiro, podendo contribuir para a neurobiologia 

de diversos transtornos psiquiátricos. A interação entre o microbioma do hospedeiro e seu 

Sistema Nervoso Central (SNC) é bidirecional, ocorrendo através do eixo Cérebro-Intestino-

Microbiota (CIM), no qual o estresse desempenha um papel fundamental como fator modulador, 

sobretudo no perfil dos microrganismos. Embora os mecanismos de interação do eixo CIM tenham 

sido objeto de diferentes estudos notáveis, ainda é necessário esclarecer a janela temporal em 

que a disbiose pode causar maiores prejuízos no neurodesenvolvimento. Com esse objetivo, o 

presente estudo investigou os impactos da disbiose intestinal durante a gestação ou no período 

neonatal no comportamento e na expressão gênica da prole nos períodos pré e pós-puberal. Para 

isso, fêmeas gestantes ou camundongos neonatos a partir de P.04 foram submetidos ao 

Transplante de Microbiota Fecal (TMF), utilizando fezes provenientes de animais submetidos ao 

protocolo de Estresse Crônico Variado (ECV). Os filhotes foram então submetidos a testes 

comportamentais e eutanasiados para a extração de amostras de córtex e hipocampo com 21 ou 

55 dias. Aos 21 dias, os filhotes das fêmeas que receberam as fezes provenientes de animais 

submetidos ao ECV durante a gestação apresentaram um menor número de comportamentos de 

avaliação de risco no teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), maior tempo de imobilidade no 

teste de Suspensão pela Cauda (SC) e realizaram o comportamento de grooming facial em menor 

número de vezes no teste de Spray de Sacarose (SS) em comparação aos filhotes de fêmeas que 

receberam fezes de animais controle saudáveis. Com 55 dias, os filhotes que sofreram a disbiose 

durante a gestação exibiram um maior número de comportamentos de avaliação de risco no LCE, 

maior latência para começar a comer no teste de Inibição da Alimentação Induzida pela Novidade 

(IAIN) e para realizar o primeiro grooming facial no SS, no qual também realizaram um menor 

número de groomings faciais. Aos 21 dias, os filhotes apresentaram reduções significativas na 

expressão de Sinapsina 1, Olig 1 e Sox 2 no hipocampo, genes relacionados à comunicação 

sináptica, oligodendrogênese, formação de interneurônios gabaérgicos e manutenção da 

pluripotência e metabolismo neuronal. Os animais que sofreram o TMF durante o período 

neonatal apresentaram prejuízos comportamentais em todos os testes realizados (IAIN, LCE, SC e 

SS), tanto com 21 quanto com 55 dias. Entretanto, nesses grupos não foram observadas as 

mesmas reduções na expressão de RNAm vistas nos animais que sofreram a disbiose gestacional. 

Esses resultados sugerem que tanto a disbiose perigestacional quanto a neonatal produzem 

alterações comportamentais compatíveis com os transtornos comportamentais associados à 

ansiedade e depressão, que podem estar relacionadas a alterações neuroestruturais ou de 

neurodesenvolvimento envolvendo a sinaptogênese, oligodendrogênese, metabolismo neural ou 

diferenciação de interneurônios gabaérgicos. A determinação da composição da microbiota 

entérica dos diferentes grupos analisados está sendo realizada para identificação dos grupos de 

microrganismos alterados pelo TMF. 

Palavras chave: microbiota, estresse, neurodesenvolvimento 



 
 

ABSTRACT  

 

HASSIB, L. C.; FERREIRA, F. R. Effects of gestational and neonatal enteric dysbiosis during 

neurodevelopment on offspring behavior and gene expression. 2023. 95 p. Dissertation (Master's) - 

Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

Alterations in the gut microbiota, known as dysbiosis, appear to have a significant influence on the 

host's neurodevelopment, potentially contributing to the neurobiology of various psychiatric 

disorders. The interaction between the host's microbiome and its Central Nervous System (CNS) 

is bidirectional and occurs through the Microbiota-Gut-Brain (MGB) axis, where stress plays a 

fundamental modulatory role, including in the profile of microorganisms. Although the 

mechanisms of interaction in the BGM axis have been the focus of several notable studies, the 

temporal window in which dysbiosis may cause greater impairments in neurodevelopment needs 

to be elucidated. Therefore, this study aims to investigate the impacts of intestinal dysbiosis during 

gestation or the neonatal period on the behavior and gene expression of offspring during pre- and 

post-puberty periods. To achieve this, pregnant female or neonate mice from P.04 underwent 

Fecal Microbiota Transplantation (FMT) with feces from animals subjected to the Chronic Variable 

Stress (CVS) protocol, and the offspring were subjected to behavioral tests and euthanized for 

sample extraction from the cortex and hippocampus at 21 or 55 days. At 21 days, offspring from 

females that received feces from animals subjected to CVS during gestation showed a reduced 

number of risk assessment behaviors in the Elevated Plus Maze (EPM) test, increased immobility 

time in the Tail Suspension Test (TST), and performed the facial grooming behavior less frequently 

in the Sucrose Spray Test (SST) compared to offspring from females that received feces from 

healthy control animals. At 55 days, offspring that experienced dysbiosis during gestation 

exhibited an increased number of risk assessment behaviors in the EPM test and longer latencies 

to begin eating in the Novelty-Induced Feeding Inhibition Test (NIFIT) and to perform the first facial 

grooming in the SST, where they also exhibited a reduced number of facial groomings. At 21 days, 

the offspring showed significant reductions in the hippocampal expression of Synapsin 1, Olig 1, 

and Sox 2 genes, which are related to synaptic communication, oligodendrogenesis, the formation 

of GABAergic interneurons, pluripotency maintenance, and neuronal metabolism. Animals 

subjected to FMT during the neonatal period presented behavioral impairments in all tests 

conducted (NIFIT, EPM, TST, and SST) at both 21 and 55 days. However, these groups did not show 

the same reductions in mRNA expression observed in animals that experienced gestational 

dysbiosis. These results suggest that both perigestational and neonatal dysbiosis produce 

behavioral alterations consistent with anxiety and depression-related behavioral disorders, which 

may be associated with neurostructural or neurodevelopmental changes involving synaptogenesis, 

oligodendrogenesis, neural metabolism, or differentiation of GABAergic interneurons. The 

determination of the composition of the enteric microbiota of the different analyzed groups is 

currently being performed to identify the groups of microorganisms altered by FMT. 

Keywords: microbiota, stress, neurodevelopment  
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1. INTRODUÇÃO  
 

 

1.1. A Teoria do Holobionte: um breve retrospecto sobre o estudo da microbiota 

humana 
 

 

Os microrganismos são considerados como a primeira forma de vida do nosso planeta1 e, 

após mais de 3.8 bilhões de anos de evolução, ocupam os mais diversos ambientes, podendo 

ser encontrados até mesmo habitando em plantas e animais, como os seres humanos2. 

Comunidades microbianas existem em toda a superfície do hospedeiro humano3, de forma 

que cada local do corpo apresenta uma ecologia única4. Elas são formadas por bactérias, 

fungos, vírus, archeas e protozoários4, mas numericamente são dominadas pelas bactérias5, 

que consequentemente ganharam mais atenção dos pesquisadores nas últimas décadas6. 

Estima-se que para cada célula humana haja, pelo menos, uma célula bacteriana 

habitando no corpo do hospedeiro7. Somente no intestino vivem, em média, 100 espécies de 

bactérias distribuídas em mais de 8000 cepas8, que em conjunto expressam de 2 a 20 milhões 

de genes, enquanto o corpo humano expressa de 20 a 25 mil, de forma que o microbioma 

expressa cerca de 100 vezes mais genes corpo humano em sí9. Esses microrganismos 

coevoluíram com os nossos ancestrais, atuando de forma dinâmica em seus corpos ao longo 

de cada estágio da vida, da gestação e nascimento à morte e decomposição4. Essa coevolução 

moldou os fenótipos dos hospedeiros e de sua microbiota associada, criando a necessidade 

de estudá-los como uma unidade evolutiva, conhecida como organismo holobionte10, que 

integra relações genéticas e metabólicas para melhor se adaptar ao meio.  

A influência microbiota sobre os diferentes sistemas regulatórios do hospedeiro, como o 

sistema imune11, endócrino12 e nervoso13, impacta diferentes processos fisiológicos e 

patológicos, como o envelhecimento14, a carcinogênese15, processos autoimunes16 e, inclusive, 

o desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos17. Um modelo animal que evidencia a 

importância da microbiota para a saúde do hospedeiro são os animais Germ-Free (GF; livres 

de germes). Estes animais apresentam, entre outros problemas, deficiências na função imune 
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e respostas inflamatórias18 e metabólicas19, assim como na integridade da barreira 

hematoencefálica20, comunicação sináptica21, neurogênese22 e angiogênese23, e prejuízos 

comportamentais relacionados à resposta ao estresse24, cognição21 e sociabilidade19.  

Em humanos, os primeiros registros sobre o uso terapêutico da microbiota datam do 

século 4, na China25. Apesar dos microrganismos serem desconhecidos pelas pessoas, eles já 

eram utilizados nas “Yellow Soup”, soluções feitas a partir das fezes de pessoas sadias que 

eram utilizadas como tratamento para envenenamento e quadros de diarreia, que durou por 

séculos25. Já na Europa, os primeiros registros do uso terapêutico da microbiota em humanos 

foram feitos nos séculos 18, 19 e da Segunda Guerra Mundial, onde bactérias do trato 

gastrointestinal eram administradas em soldados alemães sofrendo de disenteria nas 

campanhas pelo Norte da África25,26. 

Contudo, somente nos últimos 20 anos os estudos sobre a microbiota ganharam 

notoriedade, com um crescimento exponencial27. Esse aumento recente nas pesquisas sobre 

o tema pode ser explicado pelas evoluções nas ferramentas de sequenciamento e 

caracterização metagenômica28, que reduziram os custos nas análises e permitiram que a 

caracterização microbiológica, antes feitas a partir do cultivo em meio de cultura, fosse feita 

mais rápida e em maiores escalas.  Essas inovações foram fundamentais em particular para o 

estudo da microbiota entérica, que por ser composta majoritariamente por microrganismos 

anaeróbicos29 e pela carência de meios comerciais30, foi por muito tempo considerada 

incultivável31 e, ainda hoje, apresenta limitações30,31. 

Por outro lado, além das evoluções tecnológicas comentadas, as mudanças drásticas do 

ambiente humano no que tange saúde e saneamento também contribuíram com o aumento 

das pesquisas na área32. Diferentes inovações médicas e de saúde pública nos últimos 300 

anos permitiram que a humanidade deixasse de apresentar sociedades de duas gerações e 

passasse a conviver com quatro ou mais gerações em uma mesma família33, como a 

descoberta dos microrganismos34, o desenvolvimento da teoria microbiana das doenças34, o 

desenvolvimento de técnicas de vacinação34, esterilização e saneamento35, e a descoberta e 

uso em escala industrial de antibióticos36. Contudo, com essas inovações acompanhamos o 

avanço dos males do século XXI: de casos de alergias37, asma38, diabetes39 e obesidade40 a 

transtornos neuropsiquiátricos17. Estamos presenciando o aumento do número de doenças 
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que potencialmente estão ligadas à disbiose17,37–40, como ficaram conhecidos quadros de 

desequilíbrio da microbiota intestinal41,42. 

 

 

1.2. Comunicação entre cérebro e intestino  
 

 

1.2.1. Nervos e neurotransmissores 

 

 

O Sistema Nervoso Autônomo (SNA) contém neurônios localizados no sistema nervoso 

central (SNC) e periférico, sendo composto de 3 divisões: simpática, parassimpática e 

entérica43. O termo autonomia vem do grego para “independente”, uma vez que a muitas 

vezes as funções do SNA são executadas sem controle voluntário consciente44. Funções chave 

do trato gastrointestinal, como permeabilidade e motilidade, secreção de bile, produção de 

bicarbonato e muco, e a resposta imune da mucosa são todas controladas pelo SNA45. Por 

outro lado, aferências desse sistema também encaminham informações das vísceras para 

serem processadas no SNC46. 

A atividade autonômica do trato gastrointestinal é regulada tanto por eferências do SNC 

quanto por aferências do próprio intestino, capazes de serem moduladas pela microbiota47. 

Por exemplo, já foi demonstrado em camundongos que metabólitos produzidos pela bactéria 

Campylobacter jejuni podem interagir com sinapses do SNA provocando uma ativação do 

nervo vago e resultando na ativação direta do marcador de atividade neuronal c-Fos nos 

gânglios sensoriais vagais e no núcleo do trato solitário, que atua como núcleo de 

retransmissão sensorial primário para o nervo Vago48. Esse nervo é o principal componente 

do Sistema Nervoso Parassimpático e estabelece uma conexão entre o cérebro e o trato 

gastrointestinal, enviando informações das vísceras ao encéfalo por meio de suas aferências49. 

Recentemente, Sgritta e associados50 foram além em sua pesquisa sobre a comunicação 

vagal entre o encéfalo e a microbiota. O grupo demonstrou que o tratamento com 
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Lactobacillus reuteri reverte prejuízos sociais em modelos animais de Transtorno do Espectro 

Autista (TEA) de forma dependente do nervo Vago, induzindo plasticidade sináptica na Area 

Tegumentar Ventral (ATV) de camundongos. Nesse modelo, animais vagotomizados não 

apresentaram melhoras com o tratamento com L. reuteri.  

Sob condições normais, o nervo Vago projeta fibras para o Núcleo Paraventricular e 

estimula a liberação de ocitocina para neurônios dopaminérgicos da ATV. No modelo proposto 

por Sgritta, o tratamento com L. reuteri também não gerava efeito em animais que não 

apresentavam receptores para ocitocina nos neurônios dopaminérgicos da ATV. Dessa forma, 

fica evidente o papel da microbiota gastrointestinal na modulação do sistema ocitocina-

dopamina na ATV, fundamental para a regulação de comportamentos sociais e direcionados 

a objetivos e recompensas51 e para a neurobiologia da anedonia52,53. Esses resultados 

corroboram com os dados de Yang e colaboradores, publicados em 2019, que demonstraram 

que o transplante fecal de ratos que apresentam comportamento anedônico para ratos 

saudáveis provoca o mesmo tipo de comportamento nos receptores, de forma dependente 

da microbiota54, e com o trabalho de Zhao e associados, que demonstraram os efeitos 

antidepressivos e a diminuição do comportamento tipo anedônico em camundongos tratados 

com probiótico Lactobacillus plantarum55.  

Evidências recentes também demonstram que a microbiota influencia o desenvolvimento 

do Sistema Nervoso Entérico (SNE) durante períodos críticos do desenvolvimento56. O SNE é 

uma das divisões do SNA57 que contém mais neurônios do que a medula espinhal58 e seu 

desenvolvimento ocorre primariamente da embriogênese, mas continua no período pós-natal 

com a proliferação de células progenitoras e a diferenciação de neurônios para a formação de 

circuitarias neuronais59. Anormalidades no SNE são relacionadas a doenças intestinais como a 

Doença de Chron60 e em distúrbios do SNC, incluindo TEA, Alzheimer (AZ) e Parkinson(PA)60. 

As principais formas de interação entre a microbiota e o SNE durante o desenvolvimento 

ocorrem através de Receptores de Reconhecimento de Padrões, incluindo os Toll-like 

Receptores (TLRs), em particular o TLR2 e TLR4, que são receptores presentes nas células 

imunes do hospedeiro que atuam reconhecendo estruturas microbianas e gerando sinais 

intracelulares geralmente relacionados com a ativação imune 61,62. 

A microbiota humana também compartilha uma linguagem neuroquímica com seu 

hospedeiro56 que começou a ser decifrada na década de 1990, quando foi demonstrado que 
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bactérias respondem a moléculas neuroendócrinas humanas como epinefrina e 

noraepinefrina63,64. Hoje já existem diversas evidências das interações dos microrganismos 

com o hospedeiro e seu SNC mediadas por neurotransmissores65. Boa parte desses 

neurotransmissores é sintetizada no trato gastrointestinal e têm sua biossíntese influenciada 

pela microbiota, como, por exemplo, 90% da serotonina do corpo, que exerce papel 

fundamental tanto na patogênese de transtornos neuropsiquiátricos quanto em doenças 

intestinais como a Síndrome do Intestino Irritável66,67. Além de influenciar a biossíntese desse 

neurotransmissor pelas células Enterocromafins, diversas bactérias como Streptococcus spp., 

Enterococcus spp., Escherichia spp., Lactobacillus plantarum, Klebsiella pneumonia, e 

Morganella morganii também são capazes de produzir serotonina65. Além da serotonina, 50% 

da biossíntese da dopamina do corpo68 é realizada por neurônios e células epiteliais do trato 

gastrointestinal de forma influenciada pela composição da microbiota, onde bactérias como 

Lactobacillus, Serratia, Bacillus, Morganella e Klebsiella também produzem e respondem a 

norepinefrina, GABA e outros neurotransmissores56. 

 

 

1.2.2. Sistema Imune 
 

 

Durante a gravidez o feto não apresenta um microbioma bem estabelecido11. No 

nascimento a situação muda conforme as superfícies e mucosas do corpo, incluindo o trato 

gastrointestinal, são progressivamente colonizadas por microrganismos, expondo 

diretamente o sistema imunológico neonatal imaturo a potenciais patógenos4. Contudo, sabe-

se que animais GF apresentam baixas concentrações de imunoglobulinas, linfopenia, pools de 

leucócitos reduzidos na medula óssea e funções alteradas na resposta imune inata e 

adaptativa69,70, deixando claro que a microbiota no período neonatal é fundamental para o 

treinamento do Sistema Imune71. 

De fato, o Sistema Imune é uma importante via de comunicação entre as partes do eixo 

CIM. Animais GF apresentam redução em número e tamanho das Placas de Peyer presentes 

no Intestino Delgado41. Essas placas são agregados de nódulos linfáticos que compõe o Tecido 

Linfático Associado ao Intestino (GALT) e possuem a capacidade de transportar antígenos e 
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bactérias luminais, sendo consideradas os sensores imunológicos do intestino72. Em humanos 

com a microbiota saudável, a apresentação dos microrganismos para o Sistema Imune através 

das Placas de Peyer leva à produção de IgA por linfócitos B maduros73 e à diferenciação de 

linfócitos T naive em Th2 e Treg74, responsáveis por um perfil anti-inflamatório na mucosa 

intestinal74, que está relacionado a uma maior plasticidade e densidade sináptica encefálica, 

assim como a funções regulatórias na micróglia75,76.  

Associado a estes mecanismos, tem sido mostrado que em pacientes com TEA, que 

apresentam alterações na composição da microbiota intestinal, a disbiose provoca uma maior 

produção de IgG, relacionada com processos autoimunes74, ao recrutamento de neutrófilos e 

macrófagos74,75 e à diferenciação de linfócitos T naive em linfócitos Th1 e Th17, que provocam 

uma resposta pró-inflamatória na mucosa intestinal74. Essa resposta está relacionada a uma 

sinaptogênese anormal, menor densidade sináptica e ativação da microglia no encéfalo dos 

pacientes75, gerando neuroinflamação e agravando a progressão da TEA75,76. 

Em 2016, Agüero e associados contribuíram de forma significativa ao conhecimento sobre 

a maturação do Sistema Imune através da microbiota com o achado de que a microbiota 

materna durante a gestação já influencia o desenvolvimento da resposta imune inata da 

prole11. Eles colonizaram fêmeas GF com uma cepa modificada de Escherichia coli HA107 

durante a gestação que só permanecia no intestino por poucos dias, após os quais as fêmeas 

voltavam ao status GF e seus filhotes nasciam sem qualquer contato com microrganismos.  Em 

comparação aos filhotes nascidos de uma gravidez inteiramente GF, os filhotes de fêmeas que 

sofreram essa colonização transiente apresentaram aumento nas populações intestinais de 

células linfóides mononucleares, assim como um aumento na expressão intestinal de genes 

que codificam peptídeos antibacterianos epiteliais. Por fim, também evitavam mais 

facilmente o desenvolvimento de processos inflamatórios intestinais em resposta à moléculas 

microbianas. Essas evidências indicam que, apesar do período neonatal de fato ser uma janela 

importante para a maturação do Sistema Imune, esse processo já começa durante a gestação 

sendo modulado pela microbiota materna. 

Em relação ao treinamento e aperfeiçoamento do Sistema Imune Adaptativo através da 

microbiota intestinal, atualmente sabe-se, entre outras coisas71, que bactérias do gênero 

Clostridia e da espécie Bifidobacterium bifidum atuam tanto em animais neonatos quanto em 

adultos aumentando a população de Linfócitos Treg77–79. Também já foi demonstrado que 
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probióticos contendo bactérias filamentosas induzem a diferenciação de linfócitos Th17 em 

camundongos adultos80, que peptideoglicanos de bactérias gram-negativa induzem o 

recrutamento de linfócitos B naïve para o intestino para que amadureçam81, e que em 

neonatos promovem o aumento da concentração plasmática de IgA em detrimento de IgE82. 

O trato gastrointestinal é o maior órgão linfoide do corpo em número de células linfóides56 

e está em constante comunicação com os trilhões de microrganismos que habitam nele. Uma 

das principais funções da camada epitelial do intestino é limitar o contato da microbiota com 

os tecidos viscerais56,72, e ela faz isso a partir da secreção de um muco protetor, onde ocorre 

a maioria das interações entre microbiota e hospedeiro72,83. É fundamental que o Sistema 

Imune saiba identificar potenciais organismos patogênicos, mas, ao mesmo tempo, 

diferenciá-los da microbiota saudável do hospedeiro83. 

 

 

1.2.3. Vias endócrinas e metabólicas 
 

 

Além das vias nervosas e imunes, a microbiota e o SNC do hospedeiro podem se comunicar 

através de hormônios e metabólitos liberados na corrente sanguínea12. O cortisol liberado a 

partir da ativação do eixo HPA, por exemplo, atua acelerando a motilidade gástrica60, 

prejudicando a adesão de microrganismos com menor capacidade de aderência à mucosa e 

influenciando o perfil da microbiota84. Por outro lado, Messaoudi e associados mostraram 

com um estudo clínico duplo-cego, paralelo e controlado por placebo que o tratamento com 

Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175 em pacientes saudáveis 

reduziu a presença de cortisol na urina dos pacientes85. Esse resultado, junto dos que serão 

discutidos no tópico 1.4 mostram que o eixo HPA, capaz de modular o perfil da microbiota 

intestinal84, também sofre influência da mesma85. 

As bactérias intestinais também são capazes produzir moléculas que mimetizam ou 

interferem com peptídeos e hormônios reguladores do apetite humano, como a Grelina, GLP-

1 e PYY86–88. Bäcked e colaboradores demonstraram em 2004 que animais GF são menos 

propensos a desenvolverem obesidade decorrente de uma alimentação rica em gordura89. 
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Eles apresentam um menor percentual de gordura corporal e, quando colonizados com a 

microbiota de animais saudáveis, apresentam ganho de 60% na gordura corporal, sugerindo 

uma relação entre a microbiota e a obesidade. Desde então, outros estudos já demonstraram 

que a transferência de microbiota para animais GF proveniente de animais obesos ou abaixo 

do peso provoca o mesmo perfil nos animais receptores12. Isso sugere que a microbiota 

intestinal pode influenciar não apenas o metabolismo do seu hospedeiro como também a 

ingestão de alimentos e a regulação do apetite. 

Outras moléculas produzidas pela microbiota intestinal, como os Ácidos Graxos de Cadeia 

Curta (AGCCs), podem atravessar as barreiras gastrointestinal e hematoencefálica, atuando 

no SNC do hospedeiro90. Schroeder e colaboradores demonstraram em 2007 o efeito 

antidepressivo do Butirato de Sódio no cérebro de roedores91. O butirato é um AGCC que, 

quando administrado de forma sistêmica pelo grupo, induziu uma acetilação transitória de 

curta duração nas histonas do córtex pré-frontal e hipocampo com consequentes mudanças 

na expressão de fator neurotróficos derivado do cérebro (BDNF) e uma redução do 

comportamento tipo depressivo dos roedores. Isso porque, além de moléculas sinalizadoras, 

os AGCCs são inibidores da histona deacetilase92, sendo importantes reguladores da 

expressão gênica.  

No intestino, a produção diária de AGCCs depende da ingestão dietética de fibras e da 

composição da microbiota90,93 e eles servem de fonte de energia para as células epiteliais93, 

regulam a integridade do epitélio94, regulam os níveis de mucina e influenciam a motilidade 

gástrica94. Sistemicamente, os AGCCs atuam na regulação da pressão sanguínea95, do ritmo 

circadiano96, e dos sistemas Imune e Nervoso97. Desse modo, queda nos níveis de AGCCs têm 

sido reportadas em diversas doenças neuropsiquiátricas, incluindo anorexia98, PA99, AZ100, 

TEA101, Ansiedade102 e depressão103. Diversos prebióticos, como a Inulina e 

Frutoligossacarídeos, são fibras que quando fermentadas pela microbiota intestinal, levam a 

produção de AGCCs104. 

Considerando a capacidade de influenciar a função de órgãos e sistemas distais, em muitos 

aspectos a microbiota intestinal se assemelha a um órgão endócrino85. Com isso, atualmente 

sabe-se que existem diversas possíveis vias de comunicação entre o cérebro e o intestino, 

desde vias neuronais intrincadamente inervadas e altamente modificáveis a vias imunes e 
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endócrinas repletas de cascatas de sinalização e mecanismos de feedback finamente 

regulados, que podem agir de forma sinérgica ou antagônica105 (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1: O eixo CIM. Fonte: Cryan e colaboradores56. Esquema descrevendo as várias vias bidirecionais 

conhecidas de comunicação entre a microbiota intestinal e o cérebro, incluindo respostas imunomoduladoras, 

inervação neuronal, sinalização enteroendócrina e de metabólitos microbianos. CCK: colecistocinina. GLP-1: 

peptídeo-1 semelhante a glucagon. IL: interleucina. PYY: peptídeo YY. TNF: fator de necrose tumoral. SCFA: ácido 

graxo de cadeia curta.  
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1.3. A microbiota materna e o neurodesenvolvimento 

 

 

A forte comunicação entre a microbiota e o SNC estudada nas últimas décadas17 e a grande 

influência do meio no neurodesenvolvimento106 fizeram surgir um recente interesse sobre a 

influência da microbiota materna sobre a colonização e maturação da microbiota dos filhos e 

seu neurodesenvolvimento106. Um importante estudo conduzido por Drell e colaboradores107 

já demonstrou uma grande plasticidade do perfil da microbiota neonatal frente a alterações 

na microbiota materna, apresentando mudanças no perfil dos microrganismos que são 

causadas desde o tipo de parto (natural ou cesárea) até devido ao perfil de microrganismos 

presentes na aréola mamária da mãe e em sua cavidade oral. Crianças nascidas de parto 

normal têm contato com a microbiota vaginal da mãe, o que leva à colonização do intestino 

por bactérias da microbiota vaginal, como Lactobacillus e Prevotella, enquanto crianças 

nascidas de cesárea não têm essa exposição direcional à microbiota da mãe, sendo 

colonizados majoritariamente por bactérias da pele da mãe, da equipe do hospital e do 

ambiente hospitalar6. Essa diferença da composição das bactérias decorrente do tipo de parto 

diminui ao longo do primeiro ano de desenvolvimento da criança108, contudo, estudos 

recentes mostram que a microbiota materna pode estar associada ao aumento do risco de a 

criança desenvolver asma38, alergia37, diabetes tipo 139 e com maiores incidências de 

obesidade40.  

Jing Lu e associados foram além e demonstraram que os microrganismos residentes no 

intestino de bebês prematuros que apresentam desenvolvimento lento, o que está 

relacionado à déficits no neurodesenvolvimento109, são capazes de causar o mesmo fenótipo 

em animais GF colonizados com essa microbiota, com a presença de marcadores 

neuroinflamatórios e prejuízo no desenvolvimento de neurônios e oligodendrócitos, com 

maior atividade glutamatérgica no encéfalo e menor atividade dopaminérgica e 

serotoninérgica nesses animais110. Por outro lado, a microbiota de bebês prematuros com 

desenvolvimento rápido não causou esses prejuízos nos camundongos que tiveram a 

microbiota humanizada, sendo associada a uma queda dos níveis dos marcadores 

inflamatórios109,110. 
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Esse achado está de acordo com a Hipótese das Origens Desenvolvimentistas da Saúde e 

da Doença (DOHaD; do inglês Developmental Origins of Health and Disease), que propõe que 

os primeiros mil dias de vida compõe uma janela crítica para o crescimento e desenvolvimento, 

sendo particularmente sensíveis a estímulos ambientais111. Isso porque vias de comunicação 

que sustentam as capacidades regulatórias do organismo, como vias metabólicas, endócrinas, 

neurais e imunes, estão sendo moldadas e são altamente influenciadas pelos pais e ambiente 

que circunda a criança antes mesmo do nascimento111. Juntas, elas podem modulam o 

desenvolvimento dos filhos, de maneira a garantir uma vida saudável ou aumentar o risco de 

doenças futuras112. 

Em relação aos transtornos mentais, estudos clínicos e pré-clínicos já demonstraram que 

a saúde mental materna antes e durante a gravidez, assim como o estresse pré-natal e os 

hormônios do estresse liberados pela mãe durante o neurodesenvolvimento da prole, estão 

associados à saúde mental dos filhos em gerações subsequentes, sendo relacionados à 

problemas no neurodesenvolvimento e alterações comportamentais, além de queixas 

gastrointestinais na prole113,114, onde pode inclusive alterar o perfil inflamatório do intestino  

e assim influenciar as bactérias que poderão se desenvolver no trato gastrointestinal dos filhos 

após o nascimento107.  A microbiota, como um importante fator no desenvolvimento dos 

sistemas regulatórios do hospedeiro32, também tem sido caracterizada como um ponto 

fundamental para o desenvolvimento do SNC24,114, de forma uma metanálise recente 

publicada pelo nosso grupo (Anexo A)115 demonstrou que alterações na microbiota materna 

durante o período gestacional provocam prejuízos comportamentais na prole, em particular 

no que tange o comportamento social e estereotipado. 

Os achados sobre o papel da microbiota sobre as funções mais complexas do encéfalo 

chamaram a atenção para a participação na saúde mental da criança já nos primeiros anos de 

vida. Neste sentido, foi visto que em crianças de 2 a 12 anos, a riqueza e qualidade da 

microbiota entérica têm grande influência sobre a expressão do comportamento social116. Por 

exemplo, um estudo conduzido por Kang e colaboradores76 analisou a microbiota intestinal 

de 40 crianças submetidas a 4 diferentes escalas de diagnóstico para identificação do TEA. O 

trabalho demonstrou que gêneros de bactérias como Coprococcus (do filo Fimicutes) e 

Prevotella (do filo Bacteroidetes) são observados em abundância em crianças neurotípicas, ou 

seja, aquelas que não manifestam problemas de desenvolvimento neurológico. Porém, esses 
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gêneros encontram-se reduzidos em crianças que manifestam TEA. Esta relação também foi 

descrita para o gênero Bacteroides, outro representante do filo Bacteroidetes. Estudos 

observacionais sugerem que crianças com maior riqueza deste grupo desenvolvem melhor a 

linguagem expressiva e são mais receptivas quando observadas aos 2 anos de idade. 

Em relação à disbiose no período gestacional, Vuong e colaboradores13 demonstraram 

recentemente em animais que o tratamento com grandes doses de antibióticos em fêmeas 

durante a gestação mimetiza fenótipos de animais GF, como a redução do tamanho do ceco, 

e altera a expressão de 333 genes no encéfalo dos embriões. Entre esses genes está o Netrin 

G1 (NTNG1), que codifica a proteína Netrin-G1a, expressa em axônios talamocorticais em 

desenvolvimento. Como consequência, os embriões apresentavam menor volume axonal nos 

axônios talamocorticais em E14.5 e prejuízos táteis identificados pelo teste de Von Frey 

quando testados após o desmame.  

Em humanos, um amplo trabalho conduzido em Shangai acompanhou a gravidez de 410 

mães e registrou, através de questionários, quais delas apresentaram sintomas de depressão 

e ansiedade antes e durante a gravidez117. De forma condizente com a literatura, os filhos de 

mães que apresentavam esses sintomas possuíram maior incidências desses transtornos, e a 

análise do mecônio destas crianças, as primeiras fezes, mostrou que a primeira microbiota dos 

filhos de mães que manifestaram os sintomas psiquiátricos apresentou uma população 

predominante de bactérias do filo Proteobacteria. Já nos filhos gerados em uma gravidez sem 

relatos de depressão ou ansiedade predominava o filo Actinobacteria, sugerindo que a saúde 

mental materna pode influenciar o perfil da microbiota gestacional113, contribuindo para o 

perfil de microrganismos que irá formar a primeira microbiota do bebê, com possíveis efeitos 

para a saúde mental da criança em seus primeiros meses de vida. 

Além disso, já foi correlacionada a menor diversidade bacteriana do trato gastrointestinal 

materno durante o terceiro trimestre gestacional com um maior comportamento 

internalizante dos filhos até dois anos após o parto116. Esse comportamento é caracterizado 

pela dificuldade de se expressar ou demonstrar suas questões, bem como por apresentar 

pouco interesse em estabelecer interações sociais. Crianças que apresentam esses 

comportamentos muitas vezes são descritas como tímidas, introspectivas e com baixa 

autoestima. E o quadro internalizante é relacionado com o desenvolvimento transtornos de 

ansiedade e depressão118. Já os filhos de mães que que possuíam uma microbiota intestinal 
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mais diversa apresentavam comportamento dito normativo aos 2 anos, ou seja, sem 

alterações relacionadas a transtornos mentais116. Além de evidenciar a importância da 

composição da microbiota intestinal materna no desenvolvimento dos filhos, esse trabalho 

evidencia a importância do momento em que a exposição a alterações da microbiota materna 

durante a gestação ocorre para ocasionar consequências no neurodesenvolvimento. 

 

 

1.4. O estresse e a disbiose impactam o neurodesenvolvimento e a saúde mental 

 

 

O conceito de estresse foi originalmente utilizado na física para descrever eventos que 

podem produzir desgastes e deformações119. Na década de 1930, Hans Selye definiu 

biologicamente o estresse como uma ameaça real ou potencial à homeostase, imposta por 

diferentes estímulos nocivos que poderiam levar a várias alterações fisiológicas e, 

eventualmente, à morte119,120. Selye também contribuiu para a popularização do termo 

estresse em seus livros “Estresse: a tensão da vida” e “Estresse sem sofrimento”119. Já na 

década de 1960, Paul Meeth postulou, do ponto de vista clínico, que os traços genéticos 

interagem com o ambiente para produzir distúrbios como depressão, ansiedade ou EZ, o 

modelo de diátese-estresse121. 

De fato, nos últimos sessenta anos a literatura discutiu a relação entre estresse, 

características genéticas e a suscetibilidade a transtornos psiquiátricos122,123. Por exemplo, o 

risco relativo do início dos sintomas do Transtorno Depressivo Maior (TDM) pode ser até cinco 

vezes maior no mês em que ocorre um evento estressante na vida do paciente124. Além disso, 

não apenas pacientes com Transtorno Bipolar (TB) também relatam mais exposições a eventos 

estressantes antes de recaídas125, como também já foram realizadas correlações entre 

eventos estressantes e o Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), o comportamento 

suicida e a EZ126–128. 

Após décadas de estudos sobre a influência do estresse na etiologia de diferentes 

transtornos neuropsiquiátricos, um trabalho relevante realizado por Sudo e colaboradores em 
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2004, demonstrou que camundongos GF apresentavam maior liberação de hormônio 

adrenocorticotrópico (ACTH) e corticosterona, importantes na regulação do eixo Hipotálamo-

Pituitária-Adrenal (HPA) e diretamente relacionados à resposta ao estresse, frente a duas 

horas do estresse de restrição, quando comparados a camundongos com microbiota 

saudável24. Essa resposta exagerada do eixo HPA em animais GF era revertida se os 

camundongos tivessem a microbiota intestinal reconstituída com as fezes de animais controle 

Specific Pathogen Free (SPA; livres de patógenos) em fases juvenis, mas não quando adultos. 

Esse resultado embasou uma série de estudos presentes na literatura que demonstram o 

papel da microbiota gastrointestinal na regulação e desenvolvimento dos sistemas de 

resposta ao estresse129–131. Em 2021, Karen e associados foram além e demonstraram que a 

suplementação com Lactobacillus paracasei nos filhotes em um modelo de estresse por 

separação materna em ratos foi capaz de atenuar os efeitos do estresse no comportamento 

tipo ansioso dos filhotes, acompanhado de uma redução nos níveis de ACTH e 

Corticosterona132. Tais resultados indicam que a exposição à microrganismos em fases iniciais 

do desenvolvimento é necessária para que hospedeiro responda melhor à regulação inibitória 

do eixo HPA. 

Dessa forma, a hipótese de que a microbiota intestinal pode regular a resposta ao estresse 

do hospedeiro abriu portas para diversos trabalhos na última década, que ampliaram estas 

evidências e indicam que o eixo Cérebro-Intestino-Microbiota (CIM) exerce papel ainda mais 

relevante na regulação de funções cerebrais, particularmente em processos emocionais, 

cognitivos, comportamentais e na modulação de respostas ao estresse relacionadas ao eixo 

HPA24,133. Os trabalhos mostram, por exemplo, que a transferência da microbiota de animais 

submetidos ao estresse que apresentam prejuízos comportamentais para animais GF é capaz 

de induzir as mesmas alterações observadas nos animais doadores134, além de prejudicar a 

neurogênese hipocampal, o que está diretamente relacionado aos sintomas do TDM120,134,135.  

Esses resultados deixam clara a forte comunicação bidirecional que ocorre entre encéfalo 

e intestino, uma vez que o estresse ao qual os animais doadores são submetidos é capaz de 

alterar o perfil de sua microbiota intestinal e a transferência desta para animais receptores é 

capaz de provocar prejuízos neurológicos e comportamentais similares aos dos doadores. Em 

humanos, ensaios clínicos randomizados com probióticos reforçam a relação entre a 

microbiota intestinal e a resposta ao estresse136. Por exemplo, a suplementação de 
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probióticos melhorou o sono, os hábitos alimentares e reduziu os níveis de estresse e cortisol 

em estudantes de medicina japoneses137. Essa comunicação é uma possível explicação do 

porquê pacientes que apresentam queixas gastrointestinais decorrentes de doenças 

inflamatórias intestinais, como a doença de Crohn, apresentam maior incidência de 

transtornos como a depressão e ansiedade, e pacientes com esses transtornos apresentem 

mais problemas gastrointestinais138.   

Desse modo, a literatura tem evidenciado que, em particular para o SNC, a microbiota 

intestinal atua no neurodesenvolvimento13, na modulação da resposta ao estresse24, e está 

envolvida em doenças neurodegenerativas como AZ e PA139, assim como no TEA50 e em 

transtornos de ansiedade140 e de humor, como o TDM141. Por fim, a complexidade genética 

do microbioma e o dinamismo das interações entre a microbiota intestinal e o SNC através do 

eixo CIM talvez compreenda uma das vias de comunicação mais complexas já conhecidas105. 

 

 

1.5. Hipótese 
 

 

As recentes evidências apresentaras deixam clara a importância da microbiota intestinal 

para o neurodesenvolvimento13 e para a modulação de sistemas regulatórios24 com potencial 

para influenciar o comportamento, e evidenciam possíveis mecanismos pelos quais essa 

interação ocorre56. Contudo, a janela temporal é de suma importância para o 

desenvolvimento, em particular do sistema nervoso142, e foi pouco explorada até o momento 

no que tange as interações do eixo CIM.  Dessa forma, a hipótese avaliada no presente 

trabalho é de que a disbiose em diferentes momentos do desenvolvimento (durante a 

gestação, amamentação e na vida adulta) irá impactar de diferentes formas o comportamento 

dos hospedeiros.  A fim de explorar essa hipótese os animais serão analisados através de 

testes comportamentais, avaliando comportamento tipo depressivo e tipo ansioso, além de 

análises de biologia molecular avaliando a expressão de genes relacionados com a 

sinaptogênese, oligodendrogênese, diferenciação de interneurônios, pluripotência de 
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progenitores neurais, e neuroplasticidade. A análise da composição da microbiota dos grupos 

avaliados também será realizada, através de técnicas de sequenciamento de nova geração. 

 

 

2. OBJETIVOS 
 

 

2.1. Objetivo geral 
 

 

Tomadas em conjunto as evidências mais recentes, o presente estudo tem como objetivo 

investigar se a microbiota intestinal, nas diferentes fases do desenvolvimento neural da prole, 

exerce influência sobre o padrão comportamental e de expressão gênica associados a 

transtornos de humor e ansiedade na vida adulta. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

 

2.2.1. Investigar se a transferência da microbiota fecal provenientes de camundongos 

submetidos ao protocolo de Estresse Crônico Variado (ECV) para animais adultos é 

capaz de induzir prejuízos comportamentais e alterações na expressão gênica 

associados à depressão e ansiedade; 

 

2.2.2. Investigar se a transferência de microbiota fecal proveniente de camundongos 

submetidos ao ECV para neonatos saudáveis, ao longo da amamentação, é capaz 

de induzir prejuízos comportamentais e alterações na expressão gênica associados 

à depressão e ansiedade durante a fase juvenil e/ou após a puberdade; 
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2.2.3. Investigar se a transferência da microbiota intestinal proveniente de camundongos 

submetidos ao protocolo de ECV para camundongos gestantes é capaz de induzir 

prejuízos comportamentais e alterações na expressão gênica associados à 

depressão e ansiedade nas proles durante a fase juvenil e/ou após a puberdade; 

 

2.2.4. Investigar se os prejuízos neuroestruturais e comportamentais associados aos 

transtornos de ansiedade e de depressão maior gerados pela exposição à 

microbiota proveniente de animais submetidos ao ECV estão associados ao perfil 

microbiológico por meio da análise metagenômica. 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1. Indução de disbiose entérica em animais adultos por meio do protocolo de 

Estresse Crônico Variado  
 

 

O protocolo de estresse crônico variado (ECV; Tabela 1), adaptado de Katz e Hersh, 1991143 

e de Monteiro e colaboradores, 2015144, consiste em estressores moderados e randômicos 

aplicados de forma ininterrupta ao longo de 4 semanas. Esse modelo mimetiza em 

camundongos as alterações comportamentais e fisiológicas observadas em humanos diante 

do estresse crônico, como a neurogênese hipocampal do adulto prejudicada e a disbiose 

entérica134, garantindo uma boa validade de face145. Além disso, animais submetidos ao 

estresse crônico respondem ao tratamento com drogas antidepressivas, que estimulam a 

neurogênese hipocampal adulta, atenuam as respostas ao estresse e restauram o 

comportamento normal, o que demonstra a validade preditiva do modelo145. 

O protocolo inclui os seguintes estressores: nado forçado - os animais são colocados 

individualmente em recipientes com aproximadamente 1,5l de água por um tempo de 5 
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minutos; caixa inclinada - os animais são mantidos por uma hora nas caixas de seus 

respectivos grupos mantidas em um ângulo de 45º, a maravalha é retirada para evitar a 

formação de um plano na borda da caixa; ar quente - os animais são expostos ao ar quente 

(45-50 ºC) de um secador de cabelo individualmente por 5 minutos, tendo ar direcionado para 

as suas costas, evitando assim o contato com os olhos; retirada de maravalha - os animais são 

deixados ao longo da noite na caixa de seus respectivos grupos sem maravalha; maravalha 

molhada - os animais são deixados ao longo da noite na caixa de seus respectivos grupos com 

a maravalha molhada ao ponto de pingar quando se aperta um punhado; privação de comida 

- os animais passam a noite na caixa de seus respectivos grupos sem comida (14h de privação); 

alternância de ciclo - ao longo do dia os animais são mantidos em uma sala escura e ao longo 

da noite em uma sala clara, perturbando assim seus ciclos circadianos. 

Após os prejuízos comportamentais induzidos pelo protocolo de ECV serem confirmado 

pelos testes comportamentais de Inibição da Alimentação Induzida pela Novidade, Labirinto 

em Cruz Elevado, Suspensão pela Cauda e Spray de Sacarose, os camundongos estressados 

continuaram sendo submetidos ao ECV diariamente durante o período em que suas fezes 

foram coletadas para o protocolo de Transplante de Microbiota Fecal (TMF, Figura 2). O 

objetivo dessa manutenção do CUS foi evitar que os efeitos do estresse fossem atenuados ao 

longo do tempo, conforme demonstrado anteriormente146, durante o período do TMF. Os 

animais não foram estressados nos dias em que os testes comportamentais foram realizados. 

O grupo controle foi levemente manuseado nos dias de aplicação dos estressores no grupo 

ECV. 
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3.2. Transplante de Microbiota Fecal (TMF)  
 

 

Após a confirmação das alterações comportamentais dos animais doadores, suas fezes 

passaram a ser coletadas para o protocolo de TMF. A gavagem foi utilizada como método de 

inoculação da microbiota, tanto alterada (proveniente de animais submetidos ao ECV) quanto 

controle (proveniente de animais controle), nos animais submetidos ao TMF. Para a gavagem 

dos camundongos adultos e das fêmeas gestantes foi utilizada uma agulha de gavagem da 

marca Aton, de aço inox, curvada ao ângulo de 9 graus, com cânula de diâmetro de 1,2 mm 

(distal). Para a gavagem dos neonatos utilizamos pipetas de 20 µl devido ao tamanho dos 

animais. Foi inoculada uma solução feita a partir das fezes dos animais estressados ou controle 

diariamente por um período de 14 dias nos animais adultos, durante toda a amamentação a 

partir do quarto dia após o nascimento dos neonatos e durante toda a gestação das fêmeas. 

A solução é feita a partir de 3 gramas de fezes frescas, colhidas diariamente logo antes da 

gavagem, dissolvidas em 20 ml de PBS. Para cada 1 grama do animal adulto inoculamos um 

volume de 5 µl, enquanto para cada 3 gramas do neonato inoculamos um volume de 5 µl.  

Como a microbiota do trato gastrointestinal dos animais adultos já está num estágio de 

clímax ecológico4, podendo dificultar colonização com a microbiota do TMF, os animais 

adultos (machos e fêmeas) que sofreram a gavagem foram tratados com o antibiótico Baytril 

injetável 5% (BAYER, Princípio Ativo: Enrofloxacino), através de injeção subcutânea, na dose 

de 5x10-3mg/Kg, segundo protocolo previamente descrito147, para desbalancear a microbiota 

residente e facilitar a colonização pelas bactérias do TMF. Os animais foram tratados por um 

período de 4 dias, logo antes de começar a gavagem. Os animais neonatos não passaram pelo 

protocolo de tratamento com antibiótico uma vez que ainda não possuem uma microbiota 

residente madura. 
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3.3. Indução de disbiose entérica em animais adultos por meio de TMF de fezes 

provenientes de animais submetidos ao ECV 
 

 

Para investigar o efeito da TMF em animais adultos foram utilizados camundongos da 

linhagem Swiss com 55 dias separados em dois grupos. Um grupo controle recebeu a solução 

feita a partir de fezes de animais não estressados e o outro grupo recebeu a solução feita a 

partir de fezes proveniente dos animais submetidos ao ECV. Os animais foram previamente 

tratados com antibiótico por 3 dias, seguidos por 21 dias de TMF, após os quais os animais 

foram avaliados nos testes comportamentais, e então eutanasiados para extração de 

amostras de córtex e hipocampo (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Protocolo de Transferência de Microbiota Fecal para animais adultos. ECV = Estresse Crônico Variado. 

AB = Antibiótico. TMF = Transplante de Microbiota Fecal. IAIN = Inibição da Alimentação Induzida pela 

Novidade. LCE = Labirinto em Cruz Elevado. SC = Suspenção pela Cauda. SS = Spray de Sacarose. † = Eutanásia. 
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3.4. Indução de disbiose entérica em fêmeas gestantes provocada pelo TMF de 

fezes provenientes de animais submetidos ao ECV 
 

 

Para investigar os efeitos do TMF durante o período gestacional, 8 camundongos fêmeas 

da linhagem Swiss foram postas para acasalar com 4 machos, na proporção de 2 fêmeas para 

um macho. Todos os animais foram tratados previamente com antibiótico, como descrito 

anteriormente, e foram postos para acasalar por 3 dias, de forma concomitante com o início 

do protocolo de gavagem. Um total de 4 fêmeas controle receberam o TMF a partir de uma 

solução feita das vezes de animais saudáveis não estressados durante toda a gestação, 

enquanto outras 4 fêmeas sofreram o TMF com uma solução feita a partir das fezes 

provenientes de animais expostos ao ECV. Ambas as proles foram divididas de forma que 

metade dos filhotes crescesse por 21 dias até serem avaliados nos testes comportamentais e 

sofresse eutanásia para análise de expressão gênica cortical e hipocampal, e a outra metade 

crescesse por 55 dias (Figura 3) para então serem avaliados. Esta abordagem foi escolhida com 

objetivo de analisar se as alterações presentes na fase pré-puberal (com 21 dias), seriam 

mantidas após a puberdade (55 dias), em virtude da dinâmica de colonização da microbiota 

intestinal4 e das alterações do Sistema Nervoso Central durante o neurodesenvolvimento que 

ocorrem da infância à vida adulta148. 

 

Figura 3: Protocolo de Transferência de Microbiota Fecal para fêmeas gestantes. AB = Antibiótico. AC = 
Acasalamento. P = Dia Pós-Natal. TMF = Transplante de Microbiota Fecal. IAIN = Inibição da Alimentação Induzida 
pela Novidade. LCE = Labirinto em Cruz Elevado. SC = Suspenção pela Cauda. SS = Spray de Sacarose. † = Eutanásia.  
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3.5. Indução de disbiose entérica de animais neonatos durante a amamentação 

provocada pelo TMF de fezes provenientes de animais submetidos ao ECV 
 

 

Para o TMF dos animais neonatos, 6 camundongos fêmeas da linhagem Swiss foram 

postas para acasalar com 2 machos, na proporção de 3 fêmeas para 1 macho. As fêmeas e 

seus respectivos filhotes foram divididos aleatoriamente (3 ninhadas por grupo) entre o grupo 

que sofreu o TMF a partir de uma solução feita das vezes de animais saudáveis não estressados 

e o grupo submetido ao TMF com uma solução feita a partir das fezes provenientes de animais 

expostos ao ECV. A gavagem ocorreu durante toda a amamentação a partir do quarto dia de 

nascimento (P.04), durando um total de 17 dias, após os quais foram submetidos com 21 

(p.21) ou 55 (p.55) dias aos testes comportamentais, seguidos pela eutanásia para extração 

de amostras de córtex e hipocampo (Figura 4). O início da gavagem ocorreu em P.04 por ser 

o período no qual os camundongos podem passar pelo procedimento com menores riscos de 

danos aos animais149.  

 

Figura 4: Protocolo Transferência De Microbiota Fecal para camundongos neonatos. P = Dia Pós-Natal. TMF = 

Transplante de Microbiota Fecal. IAIN = Inibição da Alimentação Induzida pela Novidade. LCE = Labirinto em Cruz 

Elevado. SC = Suspenção pela Cauda. SS = Spray de Sacarose. † = Eutanásia. 
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3.6. Testes comportamentais 
 

 

3.6.1. Teste de inibição à alimentação induzido pela novidade (IAIN)  
 

Este teste explora a aversão natural dos roedores por novos ambientes, 

analisando comportamento ansioso e anedônico. Os animais são privados de 

comida ao longo da noite (12h) e então colocados em uma caixa aberta retangular 

de acrílico (28 x 17 x 13 cm) com comida no centro (Figura 3). A tendência dos 

animais é passar mais tempo nas bordas da caixa do que no centro para diminuir 

sua exposição, porém esse teste tem o estímulo da comida. Espera-se que os 

animais que demonstram comportamento tipo ansioso, tipo depressivo ou tipo 

anedônico fiquem ainda mais tempo nas bordas da caixa e com isso demorem 

mais para começar a se alimentar, mesmo com o estímulo da comida, evitando 

assim a exposição em local aberto. Para analisar este teste conta-se o tempo que 

o animal leva para ir até a comida e o tempo para começar a comer150. 

 

3.6.2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)  
 

Este teste explora a aversão natural dos roedores por ambientes abertos. Utiliza-

se um aparato de acrílico, elevado a 45 cm do solo com dois braços abertos de 15 

cm e dois braços fechados de 15 cm, em formato de cruz. O animal é colocado no 

centro do aparato virado para um dos braços fechados e a tendência é que eles 

passem mais tempo nos braços fechados para diminuir sua exposição durante os 

5 minutos de teste, porém que também explorem os braços abertos devido ao seu 

comportamento exploratório. Quando o animal apresenta comportamento tipo 

ansioso, passa menos tempo nos braços abertos. E realiza mais vezes o 

comportamento de avaliação de risco (Figura 4), no qual ele se protege nos braços 

fechados e estica o corpo para colocar a cabeça para fora do aparato com o 

objetivo de investigar o ambiente, mas não sai de fato para o braço aberto para 

explorar. Para analisar o teste, contabiliza-se o tempo que o animal ficou nos 
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braços abertos, o número de comportamentos de avaliação risco e também o 

número de vezes que o animal cruzou os braços fechados como um controle da 

mobilidade dos animais, que não deve dar diferença significativa151. 

 

3.6.3. Suspensão pela Cauda (SC)  

 

Este teste explora o tempo de imobilidade do animal frente a uma situação 

aversiva, analisando assim o comportamento de desamparo. Eles são presos pela 

cauda por 5 minutos em um suporte elevado (Figura 5) e a tendência é que eles 

se movimentem para conseguir fugir, enquanto os animais com sinais tipo 

depressivo ficam imóveis por mais tempo152. 

 

3.6.4. Spray de Sacarose (SS)  

 

Este teste explora o tempo que os animais demoram para começar a realizar o 

comportamento de grooming facial (Figura 6), assim como o número de vezes que 

realizam esse comportamento, após a aplicação de uma solução de Sacarose 10% 

no dorso deles, com um spray. O teste é realizado em uma caixa transparente de 

acrílico (20x30x13 cm) e tem duração de 5 minutos. A tendência dos animais 

saudáveis é de realizarem o Grooming Facial rapidamente para se limpar e, ao 

perceber o sabor da solução, repetir esse comportamento várias vezes, enquanto 

os animais com sinais tipo depressivo demoram mais para realizar o primeiro 

Grooming Facial repetem esse comportamento um menor número de vezes153. 

 

 

3.7. Análise de expressão gênica 
 

 

A expressão dos genes Sinapsina 1, Fator de Transcrição de Oligodendrócitos 1 (Olig1) e 

SRY (do inglês: Sex Determining Region Y)-box 2 (Sox2), foi analisada nas amostras de córtex 
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pré-frontal e de hipocampo coletadas, pois todos são genes que atuam no desenvolvimento, 

função e manutenção do tecido nervoso e apresentam alterações em pacientes com sintomas 

depressivos154–156. A proteína Sinapsina I atua, em sua forma fosforilada, no ancoramento de 

vesículas na membrana celular de neurônios pré-sinápticos157 (Figura 5).  

 

 

 

Figura 5: Esquema da atuação da proteína Sinapsina I no terminal pré-sináptico. Fonte: Canova e associados158. 

(1) após sua tradução, a proteína Sinapsina I liga-se aos filamentos de actina (2) atuando como proteína de 

ancoramento das vesículas sinápticas aos filamentos de actina no terminal pré-sináptico (3). Com a fosforilação 

da proteína Sinapsina I (4), as vesículas são desacopladas e o neurotransmissor pode ser liberado na fenda 

sináptica (5). FONTE: Canova, Fernando & Ferrari, Elenice. (2015).  

 

O Fator de Transcrição de Oligodendrócitos 1, codificado pelo gene Olig1, apresenta duas 

funções distintas no SNC: ao mesmo tempo que atua junto do gene Olig2 no processo de 

diferenciação e mielinização dos oligodendrócitos, células fundamentais para a regulação de 

sinapses e circuitarias neuronais159, também atua reprimindo a diferenciação de 

interneurônios gabaérgicos160 (Figura 6).  
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Figura 6: Atuação do Olig 1 na mielinização e na repressão de interneurônios gabaérgicos. Fonte: Silbereis e 

associados160. a = demonstração esquemática da atuação do gene Olig1 na repressão da diferenciação dos 

interneurônios gabaérgicos e  na especialização de precursores de oligodendócitos. O Olig 1 inibe o gene Dlx1/2, 

que é necessário para a produção de interneurônios e inibe a especialização de precursores de oligodendrócitos. 

b = Olig 1 inibe a produção de interneurônios gabaérgicos do Septo Embrionário Dorsal (Sep), da Área 

Enteropeduncular Anterior (AEP) e da Eminência Ganglionar Ventral Medial (vMGE).  

 

O SRY (do inglês: Sex Determining Region Y)-box 2 é um fator de transcrição pioneiro, 

codificado pelo gene Sox2, fundamental para manutenção da pluripotência de células tronco 

e para a neuroplasticidade161, atuando no desenvolvimento e metabolismo do Sistema 

Nervoso161–164.  
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Figura 7: Processos dependentes e independentes de Sox2 no SNC. Fonte: Kretsovali165. O fator de transcrição 

Sox2 promove a manutenção da auto-renovação de células tronco embrionárias (PSC), células tronco 

mesenquimais (MSC) e células tronco neuronais (NSC), além de regular positivamente a diferenciação de MSCs 

e PSCs em NSC e de NSCs em neurônios.  

 

O RNA foi extraído de amostras de córtex pré-frontal e hipocampo congeladas usando o 

protocolo de extração por TRIzol (Invitrogen). A formação do cDNA foi realizada usando um 

kit de transcrição reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems). Posteriormente, 

a qRT-PCR foi realizada em um sistema StepOne Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) com 

Power SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o protocolo do 

fabricante. O GAPDH foi utilizado como controle endógeno para normalizar os dados de 

expressão gênica166. 

 

 

3.8. Caracterização da microbiota das amostras de fezes 
 

 

Amostras fecais foram coletadas dos animais doadores e camundongos submetidos ao 

FMT um dia antes do início dos testes comportamentais.  As amostras foram imediatamente 

armazenadas em etanol 99.9% no freezer -80°C. O DNA das amostras foi isolado usando um 

sistema de extração comercial (QIAmp PowerFecal Pro DNA Kit, QIAGEN) de acordo com o 
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protocolo do produto. As amostras de DNA obtidas foram quantificadas por 

espectofotometria no NanoDrop (INVITROGEN), e a pureza das amostras aferidas a partir das 

razões de absorbância 260/280 e 230/260. 

O preparo de bibliotecas para caracterização da microbiota de amostras de fezes foi 

realizado conforme protocolo da Illumina167, com modificações (Figura 8). Primeiro foi 

realizado uma PCR para amplificação das regiões V3 e V4 do DNA Ribossomal Bacteriano 

utilizando 2.5 uL do DNA extraído das amostras de fezes na concentração de 5 ng/uL, com as 

sequências de primers específicos do gene 16s: 

 V3/V416sF 5'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3'  

V3/V416sR 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3’  

Em seguida, foi feita uma corrida de eletroforese em gel de agarose com o produto da PCR 

para verificação da integridade da amostra e coleta da região de interesse (aproximadamente 

550 pares de base) e o DNA foi extraído do gel utilizando o kit QIAquick Gel Extraction 

(QIAGEN). Após a extração da amostra do gel, ela foi limpa utilizando beads magnéticas e uma 

segunda PCR foi feita para realizar a ligação de índices de reconhecimento nas amostras, 

conforme protocolo da Illumina. Logo após, foi feita mais uma limpeza com beads magnéticas 

e alíquotas das amostras foram corridas em eletroforese em gel de agarose para verificação 

da integridade e do tamanho das amostras (aproximadamente 630 pares de base após a 

ligação dos índices). Após a confirmação do tamanho das amostras e da ligação dos índices, 

elas foram diluídas a 4 nM, misturadas em um pool contendo todas as amostras a serem 

sequenciadas. O pool foi então desnaturado conforme protocolo da Illumina, diluído a 8 pM e 

introduzido em uma cartilha de sequenciamento V2 de 500 ciclos da Illumina para 

sequenciamento na plataforma MiSeq da Illumina. O sequenciamento foi realizado conforme 

descrito anteriormente50, utilizando o protocolo 2x250 pares de base paired-end.  

A análise do microbioma foi realizada conforme descrita anteriormente (Figura 8)50,168. Em 

resumo, as sequencias obtidas em formato FASTQ foram analisadas por meio do pipeline 

QIIME 2 versão 2020.2. O controle de qualidade foi realizado nas sequências demultiplexadas 

usando o pacote RCPP do software DADA2 versão 1.28.0 para filtrar as sequências quiméricas. 

Posteriormente, ao grupamento e classificação taxonômica foram avaliados usando o banco 

de dados SILVA com sequências de referência de OTUS (Unidades Taxonômicas Operacionais) 
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de 99%. Os gráficos de barras sobrepostas (do inglês, stacked bar), que representam a 

composição taxonômica microbiana das amostras, e a α-diversidade, que descreve a 

diversidade/riqueza de espécies em um ecossistema ou grupo de camundongos, foram 

determinados e representados utilizando o site MicrobiomeAnalyst (Microbiome Analyst, 

2023).  

 

Figura 8. Workflow do preparo das bibliotecas de DNA para sequenciamento na plataforma MiSeq da Illumina. PCR 

= Reação em Cadeia da Polimerase; PB = Pares de Base. Células azuis representam passos previstos no protocolo da 

Illumina; Células vermelhas representam passos que foram introduzidos no workflow pelo nosso grupo; Células em 

verde representam análises de bioinformática. 

 

 

3.9. Análises estatísticas 
 

 

Os dados dos testes comportamentais e análises de expressão gênica de animais doadores 

da microbiota e animais adultos que passaram pelo tratamento de gavagem foram analisados 

pelo teste T de Student não pareado bicaudal nas análises em que as amostras apresentaram 

distribuição normal e variância homogênea. As análises nas quais as amostras não atenderam 

esses dois pré-requisitos foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney bicaudal. Os 

dados de filhotes de fêmeas que passaram pelo tratamento de gavagem durante a gestação e 

de filhotes que passaram pelo tratamento de gavagem durante a amamentação, nos quais as 

amostras apresentaram distribuição normal e variância homogênea, foram analisados por 



42 
 

ANOVA de duas vias sendo um dos fatores a idade (21 ou 55 dias) e o outro o tratamento 

(gavagem com fezes ECV ou controle), seguida pelo teste de post-hoc de Bonferroni. As 

análises nas quais as amostras não atenderam aos pré-requisitos foram realizadas pelo teste 

de Kruskal-Wallis, seguido do teste de múltiplas comparações de Dunn. Para todas as análises 

o nível de significância assumido foi de P<0.05. 

 

 

4. RESULTADOS  
 

 

4.1. Efeitos do protocolo de ECV nos animais doadores da microbiota 
 

 

O protocolo de ECV induziu prejuízos comportamentais nos animais doadores da 

microbiota e alterações na expressão gênica cortical e hipocampal relacionadas a transtornos 

de humor como depressão e ansiedade (Figuras 9 e 10). Os animais que passaram pelo 

estresse apresentaram maior latência para realizar o primeiro grooming facial (30,83 ± 5,412, 

p = 0,0152; Figura 9C) e realizaram esse comportamento um menor número de vezes (18,83 

± 2,372, p = 0,0023; Figura 9D) que o grupo controle (7,8 ± 3,121; 38,80 ± 4,375) no teste de 

spray de sacarose, indicando estado anedônico. Nos testes de suspensão pela cauda e 

labirinto em cruz elevado os animais estressados apresentaram um maior tempo de 

imobilidade (114,7 ± 9,0, p = 0,0078; Figura 9E), menor tempo de exploração dos braços 

abertos (6,429 ± 1,343, p = 0,0164; Figura 9F) e maior número de comportamentos de 

avaliação de risco (41,76 ± 1,576, p < 0,0001; Figura 9G), quando comparado aos animais não 

estressados (75,31 ± 10,84; 13,36 ± 2,4; 21,25 ± 1,349). O protocolo de estresse não provocou 

alteração no número de cruzamento entre os braços do aparato no teste de labirinto em cruz 

elevado (8,476 ± 0,5504, p = 0,3519; Figura 9H) em relação ao grupo não estressado (7,75 ± 

0,5041). Isso indica que as alterações observadas não foram decorrentes de déficits motores 
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provocados pela manipulação. Respectivamente, esses dados indicam comportamento tipo 

depressivo e tipo ansioso nos animais estressados. 

 

Figura 9 – Efeito do protocolo de Estresse Crônico Variado (ECV) no comportamento dos animais doadores da 
microbiota. (a-b) Teste de inibição à alimentação induzida pela novidade. a = Latência para encontrar a comida 
no centro do aparato (s). b = Latência para começar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. c = Latência para 
realizar o primeiro grooming facial (s). d = número de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensão 
pela cauda. e = Tempo de imobilidade (s). (f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploração dos 
braços abertos (%). g = Comportamentos de avaliação de risco (n). h = Número de cruzamentos entre os braços 
fechados (n). As barras representam M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises 
de Post-Hoc. N = 6 – 21. 

 

A nível de expressão gênica, houve redução na expressão de mRNA de Sinapsina 1 

(Syp1; 0,4528 ± 0,09819, p = 0,0047; Figura 10A) e Fator de transcrição de Oligodendrócitos 1 

(Olig1; 0,6393 ± 0,07051, p = 0,0325; Figura 10C) no córtex pré-frontal dos animais doadores 

submetidos ao ECV, quando comparado aos animais não estressados (1,207 ± 0,32224; 1,093 

± 0,1778). Em relação ao hipocampo, o protocolo de ECV provocou redução da expressão de 

mRNA de Olig1 (0,6994 ± 0,7083, p = 0,0493; Figura 10D) e de SRY-Box 2 (Sox2; 0,7462 ± 

0,08431, p = 0,0581; Figura 10F), comparado ao grupo controle (1,097 ± 0,1708; 1,075 ± 

0,1350). 
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 A composição relativa da microbiota fecal a nível de filo foi similar nos animais controle 

e estressados, sendo que os dois filos mais abundantes foram Firmicutes e Bacteroidota, a 

exceção do filo Campylobacterota, que se encontrava presente apenas em animais 

estressados. A nível de classe, foi observada uma menor presença de Bacilli em animais 

estressados, classe que compreende gêneros como Bacillus e Lactobacillus, e maior presença 

da classe Clostridia e Campylobacteria. A nível de ordem (Figura 10G), foi observada uma 

maior presença de Lachnospirales nos animais estressados e presença de Campylobacterales, 

enquanto os animais controle apresentaram maior presença de Lactobacillales, que 

compreende o gênero Lactobacillus, assim como de Oscillospirales, Burkholderiales e a 

presença de Erysipelotrichales.   

 

 

Figura 10 – Efeito do protocolo de Estresse Crônico Variado (ECV) na expressão gênica cortical e hipocampal e 
na composição relativa da microbiota fecal dos animais doadores da microbiota. (a-b) Expressão de Sinapsina 1 
(2-∆∆CT). (c-d) Expressão do Fator de Transcrição de Oligodendrócitos 1 (2-∆∆CT). (e-f) Expressão do SRY-box 2 (2-

∆∆CT). (g) Composição relativa das populações microbianas fecais ao nível de ordem. As barras representam 
M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-Hoc. N = 8 
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4.2. Efeitos comportamentais e de expressão gênica da disbiose entérica em 

animais adultos 
 

 

A transferência da microbiota dos animais doadores para camundongos adultos 

saudáveis por 14 dias provocou prejuízos comportamentais similares aos dos animais 

doadores (Figura 11). Os animais que receberam a microbiota proveniente de doadores que 

passaram pelo protocolo de ECV apresentaram maior latência para realizar o primeiro 

grooming facial (47,0 ± 13,20, p = 0,0357; Figura 11C) e realizaram esse comportamento um 

menor número de vezes (18,0 ± 5,033, p = 0,0014; Figura 11D) no teste de spray de sacarose 

em relação aos animais que receberam a microbiota saudável (8,20 ± 5,054; 42,20 ± 1,685). A 

manipulação da microbiota também provocou um aumento no tempo de imobilidade no teste 

de suspensão pela cauda (108,3 ± 10,27, p = 0,0082; Figura 11E) e aumento do número de 

comportamentos de avaliação de risco no labirinto em cruz elevado (31,56 ± 4,703; Figura 

11G), comparado aos animais que receberam microbiota de animais não estressados (53,00 ± 

13,99; 17,14 ± 2,874). 

 

Figura 11 – Efeito da disbiose entérica no comportamento de animais Adultos. (a-b) Teste de inibição à 
alimentação induzida pela novidade. a = Latência para encontrar a comida no centro do aparato (s). b = Latência 
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para começar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. c = Latência para realizar o primeiro grooming facial (s). 
d = número de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensão pela cauda. e = Tempo de imobilidade (s). 
(f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploração dos braços abertos (%). g = Comportamentos 
de avaliação de risco (n). h = Número de cruzamentos entre os braços fechados (n). As barras representam 
M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-Hoc. N = 3 - 12. 

 

A expressão gênica cortical dos animais adultos que receberam microbiota 

proveniente de doadores submetidos ao ECV foi prejudicada com redução na expressão de 

mRNA de Syp 1 (0,7651 ± 0,03736, p = 0,0228; Figura 12A) e de Olig 1 (0,6628 ± 0,1391, p = 

0,0207; Figura 12C) em comparação aos animais que receberam a microbiota saudável (1,032 

± 0,09722; 1,145 ± 0,1990). Contudo, não foram observadas alterações significativas na 

expressão hipocampal dos genes analisados (Figuras 12B, 12D e 12F). 

Ao contrário dos animais doadores, nos animais receptores foram observadas 

diferenças na composição relativa da microbiota fecal já a nível de filo, sendo enquanto 

adultos que receberam microbiota proveniente de doadores controle apresentaram maior 

abundância de Bacteroidota, os que receberam de animais estressados apresentaram maior 

abundância de Firmicutes. Contudo, assim como nos animais doadores que foram estressados, 

os animais adultos que receberam sua microbiota apresentaram maior abundância de 

Campylobacterota. A nível de classe, os animais que receberam a microbiota de doadores 

estressados, também apresentaram maior abundância de Clostridia e Campylobacteria, assim 

como a redução de Bacilli e Bacteroidia. A nível de ordem (Figura 12G), foi observada uma 

redução de Bacteroidales e Lactobacillales, e aumento de Lachnospirales e Campylobacterales 

nos animais receptores da microbiota proveniente de animais estressados, assim como havia 

sido observado nos seus doadores.  
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Figura 12 – Efeito da disbiose entérica na expressão gênica cortical e hipocampal e na composição relativa da 
microbiota fecal dos animais adultos. (a-b) Expressão de Sinapsina 1 (2-∆∆CT). (c-d) Expressão do Fator de 
Transcrição de Oligodendrócitos 1 (2-∆∆CT). (e-f) Expressão do SRY-box 2 (2-∆∆CT). (g) Composição relativa das 
populações microbianas fecais ao nível de ordem. As barras representam M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica P 
< 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-Hoc. N = 8. 

 

 

4.3. Efeitos da disbiose entérica gestacional materna sobre o padrão 

comportamental e expressão gênica na prole, avaliados com 21 e 55 dias 
 

 

Os filhotes de fêmeas que sofreram disbiose gestacional apresentaram maior latência para 

começar a comer no teste de inibição da alimentação induzida pela novidade (211,2 ± 34,74, 

p = 0,0032; Figura 13B) em comparação ao grupo controle (90,29 ± 7,438), cujas mães 

receberam microbiota saudável durante a gestação. A disbiose gestacional também provocou 

maior latência para realizar o primeiro grooming facial (79,57 ± 17,46, X² = 17,79, p = 0,0008; 

Figura 13C) e um menor número de groomings (15,71 ± 1,987, X² = 23,99, p = 0,0173; Figura 
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13D) no teste de spray de sacarose em comparação ao controle (19,14 ± 9,891; 25,0 ± 2,215) 

com 55 dias, indicando comportamento tipo anedônico. Também realizaram o 

comportamento de avaliação de risco mais vezes (42,57 ± 1,753, X² = 35,08, p = 0,0016; Figura 

13G) do que os animais do grupo controle (22,14 ± 2,434) no teste de labirinto em cruz elevado. 

Os filhotes de fêmeas que sofreram disbiose gestacional apresentaram maior tempo de 

imobilidade no teste de suspensão pela cauda com 21 dias (F3,45 = 41,0, p = 0,0463; Figura 

13E) em relação ao grupo controle, mas essa alteração comportamental não se manteve no 

grupo com 55 dias (F3,45 = 41,0, p = 0,4138). Nesse teste houve efeito significativo da idade 

(F3,45 = 9,396, p = 0,0064) e da microbiota gestacional (F3,45 = 4,324, p = 0,0494), contudo 

não houve interação entre esses dois fatores (F3,45 = 0,8493, p = 0,3683). Aos 21 dias os 

filhotes também apresentaram redução no número de groomings faciais no teste de spray de 

sacarose (18,14 ± 1,162, X² = 23,99, p = 0,0003; Figura 13D) e aumento do comportamento de 

avaliação de risco (25,71 ± 1,563, X² = 35,08, p = 0,0086; Figura 13G) no teste de labirinto em 

cruz elevado em comparação ao controle (30,50 ± 1,352; 11,0 ± 1,738), indicando 

comportamentos relacionados à anedonia e à ansiedade. Esses resultados sugerem que os 

filhotes de fêmeas que sofreram disbiose gestacional apresentam comportamento tipo 

depressivo e tipo ansioso interpretado pelas alterações comportamentais de avaliação de 

risco, imobilidade e anedonia. Prejuízos comportamentais relacionados à depressão, 

ansiedade e anedonia aos 21 dias, porém apenas os comportamentos relacionados à 

ansiedade e anedonia persistem até os 55 dias (Figura 13). 
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Figura 13 – Efeito da disbiose gestacional materna no comportamento da prole com 21 e 55 dias. (a-b) Teste de 
inibição à alimentação induzida pela novidade. a = Latência para encontrar a comida no centro do aparato (s). b 
= Latência para começar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. c = Latência para realizar o primeiro grooming 
facial (s). d = número de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensão pela cauda. e = Tempo de 
imobilidade (s). (f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploração dos braços abertos (%). g = 
Comportamentos de avaliação de risco (n). h = Número de cruzamentos entre os braços fechados (n). As barras 
representam M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-Hoc. N = 7 -
14. 

 

Os filhotes que passaram pela disbiose gestacional materna e foram analisados com 

21 dias apresentaram quedas expressivas e significativas na expressão hipocampal de Syp1 

(0,1785 ± 0,03732, X² = 18,14, p = 0,0005; Figura 14B), Olig 1 (0,2240 ± 0,05884, X² = 17,94, p 

= 0,0011; Figura 14D) e Sox2 (0,1446 ± 0,1280, X² = 18,07, p = 0,0006; Figura 14F) em 

comparação ao grupo controle (1,080 ± 0,1491; 1,120 ± 0,1902; 1,031 ± 0,09468). 

A caracterização da microbiota fecal foi realizada somente nos filhotes com 55 dias e 

nas fêmeas gestantes ao final da gestação, uma vez que aos 21 dias as fezes dos filhotes ainda 

não estão bem formadas e para coleta seria necessário retirar diretamente do trato 

gastrointestinal. A composição relativa da microbiota fecal a nível de filo foi similar entre os 

grupos que receberam fezes de animais controle ou estressados. Contudo, nesses grupos foi 

observado um maior número de microrganismos que não puderam ser caracterizados com a 

cobertura de sequenciamento utilizada. Ao contrário dos animais adultos doadores e 
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receptores, os filhotes de fêmeas que passaram pelo TMF durante a gestação com fezes de 

animais estressados apresentaram menor população de Clostridia do que de Bacteroidia e 

menor população de Campylobacteria, assim como maior população de Bacilli. Um perfil 

similar também foi observado a nível de ordem (Figura 14G), com aumento dos Lachnospirales 

e Lactobacillales e redução nos Campylobacterales dos filhotes após o TMF gestacional com 

fezes de animais estressados. Contudo, as fêmeas gestantes apresentaram maiores 

populações de Clostridia durante a gestação após o TMF de animais estressados, e a nível de 

ordem (Figura 13G) apresentaram maiores populações de Lachnospirales e Lactobacillales 

após o TMF de animais estressados.  

 

 

 

Figura 14 – Efeito da disbiose gestacional materna na expressão gênica cortical e hipocampal e na composição 

relativa da microbiota fecal da prole com 21 e 55 dias. (a-b) Expressão de Sinapsina 1 (2-∆∆CT). (c-d) Expressão do 

Fator de Transcrição de Oligodendrócitos 1 (2-∆∆CT). (e-f) Expressão do SRY-box 2 (2-∆∆CT). (g) Composição relativa 

das populações microbianas fecais ao nível de ordem.  As barras representam M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica 

P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-Hoc. N = 8 
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4.4. Efeitos da disbiose entérica em animais neonatos durante a amamentação 

sobre o padrão comportamental e expressão gênica na prole, avaliados com 

21 e 55 dias. 
 

 

Os animais que sofreram disbiose durante a amamentação desenvolveram prejuízos 

comportamentais em todos os testes tanto com 21 quanto com 55 dias (Figura 15). Com 21 

dias a disbiose durante a amamentação provocou aumento da latência para realizar o primeiro 

grooming facial (76,18 ± 13,92, X² = 15,30, p = 0,0006; Figura 15C) no teste de spray de 

sacarose e diminuição do tempo de exploração dos braços abertos no labirinto em cruz 

elevado (7,133 ± 1,785, X² = 28,11, p = 0,0141; Figura 15F) em comparação ao grupo controle 

(27,50 ± 3,081; 18,33 ± 2,233), que recebeu a microbiota de doadores saudáveis. Também 

provocou redução do número de groomings faciais (F3,45 = 40,0, p < 0,0001; Figura 15D) no 

teste de spray de sacarose, maior tempo de imobilidade (F3,52 = 48,0, p < 0,0001; Figura 15E) 

no teste de suspensão pela cauda e maior número de comportamentos de avaliação de risco 

(F3,53 = 49,0, p < 0,0001; Figura 15G) no labirinto em cruz elevado em relação ao controle. 

Com 55 dias houve aumento da latência para começar a comer (252,6 ± 47,12, p = 0,0091; 

Figura 15B) no teste de inibição da alimentação induzida pela novidade em comparação ao 

controle (114,3 ± 16,06). Também houve redução do número de groomings faciais (F3,45 = 

40,0, p < 0,0001; Figura 15D) no teste de spray de sacarose, aumento do tempo de imobilidade 

(F3,52 = 48,0, p < 0,0001; Figura 15E) no teste de suspensão pela cauda e maior número de 

avaliações de risco (F3,53 = 49,0, p < 0,0001; Figura 15G) no teste de labirinto em cruz elevado, 

assim como maior tempo de exploração dos braços abertos (7,073 ± 2,119, X² = 28,11, p < 

0,0001; Figura 15F) em relação aos filhotes que receberam a microbiota saudável (39,57 ± 

6,394). O tempo de imobilidade dos animais no teste de suspensão pela cauda e o número de 

groomings faciais no teste de spray de sacarose apresentaram efeitos dependentes da 

microbiota (F3,52 = 65,37, p < 0,0001, Figura 15E; F3,45=79,19, p < 0,0001, Figura 15D), mas 

independentes da idade e da interação entre os dois fatores. Já o comportamento de avaliação 

de risco no teste de labirinto em cruz elevado apresentou efeito dependente da microbiota 

(F3,53=83,29, p < 0,0001; Figura 15G), independentemente da idade, mas com interação entre 

os dois fatores (F3,53 = 13,95, p = 0,0012). 



52 
 

 

Figura 15 – Efeito da disbiose entérica durante a amamentação no comportamento de animais com 21 e 55 dias. 
(a-b) Teste de inibição à alimentação induzida pela novidade. a = Latência para encontrar a comida no centro do 
aparato (s). b = Latência para começar a comer. (c-d) Teste de spray de sacarose. c = Latência para realizar o 
primeiro grooming facial (s). d = número de groomings faciais realizados (n). (e) Teste de suspensão pela cauda. 
e = Tempo de imobilidade (s). (f-h) Teste de labirinto em cruz elevado. f = Tempo de exploração dos braços 
abertos (%). g = Comportamentos de avaliação de risco (n). h = Número de cruzamentos entre os braços fechados 
(n). As barras representam M±SEM. * indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-
Hoc. N = 10 - 18. 

 

Somente os filhotes com 55 dias apresentaram alterações significativas na expressão 

gênica cortical (Figura 16), e apenas dos genes Syp1 (0,5351 ± 0,06282, X² = 16,44, p = 0,0016; 

Figura 16A) e Sox2 (0,7065 ± 0,1137, X² = 7,384, p = 0,0354; Figura 16E), comparando ao grupo 

controle (1,012 ± 0,06121; 1,023 ± 0,07953). 

Assim como no tópico anterior, a caracterização da microbiota fecal foi realizada 

somente nos filhotes com 55 dias. De forma semelhante aos animais doadores, a composição 

relativa da microbiota fecal a nível de filo foi similar entre os grupos que receberam fezes de 

animais controle ou estressados. A nível de classe, os animais que receberam TMF de animais 

estressados durante a amamentação apresentaram redução de Bacilli, presença de 

Campylobacteria e redução de Gammaproteobacteria em comparação aos animais que 

receberam TMF de animais controle. A nível de ordem (Figura 16G), foi observado que após o 

TMF de animais estressado durante a amamentação, os animais apresentaram redução de 
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Oscillospirales, Lactobacillales e Clostridia vadin BB60, assim como presença de 

Campylobacterales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Efeito da disbiose entérica durante a amamentação na expressão gênica cortical e hipocampal e na 
composição relativa da microbiota fecal dos animais com 21 e 55 dias. (a-b) Expressão de Sinapsina 1 (2-∆∆CT). (c-
d) Expressão do Fator de Transcrição de Oligodendrócitos 1 (2-∆∆CT). (e-f) Expressão do SRY-box 2 (2-∆∆CT). (g) 
Composição relativa das populações microbianas fecais ao nível de ordem. As barras representam M±SEM. * 
indica P < 0,05; ** indica P < 0,01; * indica P < 0,001 pelas análises de Post-Hoc. N = 8. 

 

 

4.5.      Efeitos do estresse e do TMF na diversidade da microbiota fecal 
 

 

A análise da diversidade α pelo índex de Chao1, uma métrica que estima a riqueza total da 

comunidade microbiana frente à amostra analisada, permitindo inferir quantas espécies adicionais 

podem estar presentes na comunidade além das já observadas, não encontrou diferença significativa 

(X² = 4.28, p = 0.23277, Figura 17) entre os grupos de animais doadores e receptores da microbiota. 
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Figura 17 – Efeito do estresse e do transplante de microbiota fecal na composição da microbiota fecal. Box-plots 
ilustrando a α-diversidade pelo índice de Chao1 em microbiomas bacterianos entre os diferentes grupos (Doador 
Controle, n = 3; Doador Estressado, n = 3; Receptor Controle, n = 6; Receptor Estressado, n = 6). 

 

  

5. DISCUSSÃO  

 

 

O desenvolvimento dos recentes métodos de sequenciamento e de caracterização 

metagenômica dos microrganismos presentes em amostras biológicas possibilitaram 

investigar em larga escala a complexidade do eixo CIM56 e o papel da microbiota entérica 

sobre os diferentes aspectos do funcionamento do SNC108. Neste contexto, acumulam-se 

evidências do papel das diferentes classes dos microrganismos residentes do intestino na 

origem e progressão de transtornos de humor como TDM e TAG17.  

Entretanto, ainda é pouco conhecida a janela temporal na qual a disbiose entérica durante 

o neurodesenvolvimento pode afetar o desenvolvimento do SNC das proles, e se esses efeitos 

poderiam impactar a saúde mental durante a vida adulta. Sudo e colaboradores 

demonstraram em 2004 que os déficits regulatórios do eixo HPA em animais GF poderiam ser 

revertidos pela colonização desses animais com Bifidobacterium infantis durante fases iniciais 
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do período pós-natal, mas não na vida adulta24, sugerindo uma janela na qual a eubiose seria 

fundamental para a correta regulação das respostas fisiológicas ao estresse. Esse achado se 

alinha com a DOHaD e já foi corroborado por estudos atuais que preveniram os efeitos da 

disbiose em fases iniciais do desenvolvimento tratando a prole recém-nascida com 

probióticos132 ou a deixando em co-housing com animais que apresentam microbiota 

saudável169. 

Além disso, análises de metagenômica em humanos mostram que o perfil da microbiota 

dos bebês sofre forte influência da composição da microbiota materna170, bem como que 

alterações da microbiota materna também podem afetar o bebê nos primeiros anos de vida171. 

Esses estudos propõem a microbiota materna como um agente chave no 

neurodesenvolvimento da prole. Recentemente foi sugerido que essa influência já ocorre 

durante a gestação, onde em humanos a composição e diversidade da microbiota gestacional 

materna no terceiro trimestre gestacional foi correlacionada como comportamento dos filhos 

até 2 anos após o nascimento116. Alinhados com esses achados, modelos animais já 

demonstraram que a disbiose gestacional prejudica a comunicação axonal talamocortical, 

provocando prejuízos táteis13, e que a expressão gênica microglial sofre influência da 

composição da microbiota materna de forma dependente do sexo e do tempo172. Dentro 

dessa perspectiva, o presente estudo investigou o impacto da disbiose adquirida em 

diferentes momentos do desenvolvimento do SNC no comportamento e na expressão gênica 

pré-frontal e hipocampal dos animais. 

Primeiramente foi verificado que o protocolo de ECV foi capaz de promover as alterações 

comportamentais associadas à depressão e à ansiedade, como previamente descrito por 

Monteiro e associados144. De acordo com essas alterações e com a literatura, foram 

observadas reduções na expressão gênica cortical de de Syp1 e Olig1. A Sinapsina 1 é a 

fosfoproteína neuronal mais abundante173 e encontra-se ligada a filamentos de actina do 

citoesqueleto, servindo como proteína de ancoramento para vesículas carregando 

neurotransmissores no neurônio pré-sináptico174. Após a estimulação do neurônio, a Syp1 é 

fosforilada pela Proteína Quinase A (PKA), se desprendendo das vesículas e se difundindo no 

botão axonal174. Chin e colaboradores demonstraram em 1995 que neurônios piramidais 

hipocampais cultivados in vitro a partir de camundongos knockout para a Syp1 apresentavam 

desenvolvimento lento dos neuritos e axônios173. Após dias de diferenciação os dendritos 
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desses neurônios apresentavam poucas diferenças em relação a culturas controle, contudo, o 

comprimento e ramificação axonal continuava prejudicado, demonstrando a importância da 

Syp1 para o crescimento de processos pré-sinápticos e para a plasticidade neuronal175. Além 

disso, estudos pré-clínicos em animais submetidos ao protocolo de estresse crônico moderado 

demonstraram que o estresse provocou uma menor expressão de Syp1 nos animais155, 

corroborando com estudos clínicos que demonstram redução na expressão desse gene em 

pacientes com Transtorno Depressivo Maior176.  

O gene Olig1 é um fator transcricional hélix-volta-hélice que atua junto do seu homólogo 

Olig2 no processo de diferenciação e mielinização dos oligodendrócitos, células fundamentais 

para a regulação de sinapses e circuitarias neuronais144. Em 2004, Arnett e associados haviam 

demonstrado que o gene Olig1 é fundamental para a remielinização em modelos de Esclerose 

Múltipla em camundongos177. No mesmo trabalho foi observado que no período neonatal a 

proteína encontra-se primariamente no núcleo dos neurônios nas duas primeiras semanas, 

após o qual encontra-se majoritariamente no citoplasma conforme a célula se diferencia em 

oligodendrócitos positivos para proteína básica de mielina (MBP+). O grupo observou que em 

processos de remielinização provocados a partir da lesão provocada por cuprizona, lisolectina 

ou brometo de etídio, a proteína Olig1 voltava a ser observada no núcleo das células próximas 

à lesão, indentificadas como progenitores indiferenciados, e que o processo de remielinização 

em animais knockout para Olig1 era prejudicado porque esses progenitores perdiam a 

capacidade de se diferenciar. Já em 2015, Jinxiang e colaboradores demonstraram que 

camundongos knockout para o gene Olig1 apresentaram prejuízos já durante o 

neurodesenvolvimento, com déficits no comprometimento de células progenitoras, na 

diferenciação de oligodendrócitos e na mielinização encefálica, resultando em 

hipomielinização na idade adulta no cérebro178. Esses trabalhos demonstram a importância 

da expressão de de Olig1 para processos de mielinização encefálica não apenas durante as 

fases iniciais do neurodesenvolvimento, mas também na vida adulta. 

 Contudo, o Olig 1 também atua como repressor da diferenciação de interneurônios 

gabaérgicos, reprimindo os potenciadores intergênicos Dlx1 e Dlx2, que são necessários para 

a diferenciação de interneurônios gabaérgicos145. Silbereis e colaboradores demonstraram em 

2014 que animais knockout para Olig1 apresentavam uma produção ectópica de 

interneurônios gabaérgicos, com um aumento de 30% na população dessas células no córtex 
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durante o período embrionário (E16)160. O grupo observou em cultivos in vitro de progenitores 

neurais retirados em P3 que o gene Olig1 ainda era necessário para reprimir a diferenciação 

em interneurônios e preservar a oligodendrogênese após o nascimento, apesar de não terem 

observado diferenças na população de interneurônios gabaérgicos no telencéfalo dos animais 

em P2. Os interneurônios gabaérgicos são encontrados em menor quantidade em pacientes 

com TDM e camundongos cronicamente estressados146. Dessa forma, a expressão de Olig1 

deve ser finamente controlada durante o neurodesenvolvimento, uma vez que sua hiper 

expressão pode provocar uma menor população de interneurônios gabaérgicos145, enquanto 

sua hipo expressão pode causar prejuízos na mielinização do SNC144. Modelos animais já 

demonstraram que os estresses de separação materna, o desmame precoce e o estresse 

crônico variado podem prejudicar a oligodendrogênese, a mielinização do córtex pré-frontal 

e reduzir populações de interneurônios gabaérgicos, causando alterações comportamentais 

associadas à depressão e ansiedade179–181. 

No hipocampo dos animais submetidos ao ECV foi observada uma redução da expressão 

de Olig1, sugerindo a níveis transcricionais déficits na mielinização hipocampal, e de Sox 2, 

que não apresentou alterações no córtex pré-frontal desses animais. O Sox 2 é um fator de 

transcrição fundamental para manutenção da pluripotência de células tronco e para a 

neuroplasticidade150, atuando no desenvolvimento e metabolismo do Sistema Nervoso150–153, 

e pacientes com TDM apresentam expressão reduzida desse gene, que é revertida para níveis 

normais após tratamentos recentes de eletroconvulsoterapia156. Recentemente, Mercurio e 

colaboradores realizaram uma revisão na qual analisaram knockouts condicionais de Sox2 em 

diferentes tecidos e momentos do neurodesenvolvimento de camundongos, observando que 

o hipocampo é uma região particularmente sensível a deleção desse gene182. O trabalho 

indicou que a expressão de Sox2 ocorre em todo o hipocampo a partir do início do seu 

desenvolvimento e continua ocorrendo no Giro Denteado ao longo de toda a vida, sendo 

importante para a diferenciação de células tronco neurais em neurônios. Contudo, a deleção 

de Sox2 no hipocampo de animais adultos também provoca uma redução em células tronco 

neurais e neurônios granulares, demonstrando a importância da expressão desse fator 

transcricional mesmo na idade adulta para a manutenção do SNC183. 

Alinhadas com a literatura134,172 e com os prejuízos comportamentais e de expressão 

gênica observados, foi observado que o estresse crônico variado alterou a composição da 
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microbiota fecal dos animais. Zhang e colaboradores observaram em 2022184 que o filo 

Campylobacterota, que compreende a classe Campylobacteria, ambos presentes nos animais 

estressados do presente trabalho, encontra-se enriquecido após protocolos de estresse 

crônico. Esses achados pré-clínicos corroboram com estudos clínicos conduzidos por 

O’Brien185 e Wang186, que demonstraram que infecções com o gênero Campylobacter, 

principal representante da classe Campylobacteria, aumentam os escores de ansiedade, 

depressão, somatização e traços neuróticos em pacientes, enquanto induz gastroenterite 

inflamatória aguda. No presente trabalho o protocolo de estresse crônico variado também 

favoreceu o enriquecimento da classe Clostridia que, segundo Medina-Rodriguez e 

colaboradores187, é observada enriquecida em humanos com comportamento depressivo e, 

uma vez transplantada para camundongos, é capaz de promover prejuízos comportamentais 

similares de forma dependente de células Th17 do sistema imune, que também encontram-

se aumentadas nos pacientes depressivos. 

Outra classe que têm sido alvo de diferentes estudos é a Bacilli188. Dela, os dois gêneros 

mais estudados são Bacilli e Lactobacillus188, sendo que esta última tem ganhado atenção 

especial por sua capacidade de modular o comportamento de camundongos50,115. 

Lactobacillus são historicamente considerados parte integrante do microbioma intestinal 

humano, mas hoje há um grande corpo de evidências indicando que apenas um pequeno 

número de espécies de Lactobacillus são verdadeiramente habitantes autóctones do trato 

gastrointestinal de mamíferos, e que a maioria dos Lactobacillus presentes são membros 

alóctones derivados de alimentos ou da cavidade oral188. O conteúdo de espécies de 

Lactobacillus em amostras fecais é caracterizado por flutuações temporais e de falta de 

estabilidade189,190, e fatores como o estilo de nutrição afetam significativamente sua presença 

no intestino, onde, apesar de dominarem o duodeno e o jejuno, constituem apenas uma 

pequena fração dentro do microbioma fecal humano, cerca de 0,01 a 0,06% do total de 

contagens bacterianas188. 

Desse modo, é inesperado que mesmo representando uma fração tão pequena do 

microbioma dos mamíferos, a classe Bacilli e o gênero Lactobacillus exerçam papéis tão 

importantes para o comportamento do hospedeiro50. Como apresentado anteriormente, 

Sgritta e associados50 demonstraram que a espécie Lactobacillus reuteri era capaz de reverter 

os déficits sociais em modelos animais de TEA de forma vagal dependente, através da 
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atividade do sistema ocitocina-dopamina na ATV. Em 2021, Qiu e colaboradores191 

demonstraram que a espécie Lactobacillus delbrueckii conseguia amenizar o comportamento 

tipo depressivo em camundongos tratados com LPS através da inibição de receptores Toll-

Like-4 que estavam mediando ativação microglial excessiva. Por outro lado, tanto o 

tratamento com Lactobacillus helveticus192 quanto com Lactobacillus reuteri193 em modelos 

animais já demonstraram aumentar os níveis de serotonina no intestino, cérebro e hipocampo, 

melhorando o comportamento tipo depressivo dos modelos. Por fim, outra via investigada 

pela gêneros da classe Bacilli podem interagir com o SNC é através da produção de 

metabólitos como os AGCC194, metabólitos capazes de atravessar a barreira 

hematoencefálica90,195,196, regular a expressão gênica90,196, e atenuar o comportamento tipo 

depressivo em modelos animais através da restauração da neurogênese hipocampal e da 

integridade da barreira hematoencefálica195. Alinhado com a literatura, o presente estudo 

observou uma redução da classe Bacilli e da ordem Lactobacillales. 

Com a observação desses fenótipos relacionados ao comportamento tipo depressivo e 

tipo ansioso provocados pelo protocolo de ECV nos animais doadores, foi possível utilizar suas 

fezes para a realização do protocolo de TMF. Estudos como o de Chevalier e associados 

demonstraram que a transferência de fezes de animais cronicamente estressados para 

animais adultos saudáveis provoca prejuízos comportamentais semelhantes aos dos animais 

doadores134. Dessa forma, após a validação do modelo de estresse nos animais doadores, o 

presente trabalho se propôs a transplantar suas fezes para animais adultos, que apresentaram 

alterações da composição relativa da microbiota fecal e déficits comportamentais 

semelhantes aos dos doadores, validando o modelo de TMF proposto. Os prejuízos de 

expressão gênica no córtex pré-frontal provocados pelo protocolo de ECV também foram 

observados nos animais adultos receptores, com redução dos níveis de Sinapsina 1 e Fator de 

transcrição de oligodendrócitos 1 (Olig1), sugerindo, a nível de expressão gênica, um possível 

déficit na comunicação sináptica158 e na oligodendrogênese178 cortical, que não foram 

observadas a nível hipocampal. 

Esses resultados corroboram com dados prévios da literatura, de modelos clínicos e pré-

clínicos, sugerindo que a microbiota contida nas fezes de animais com padrão 

comportamental compatível com os transtornos de humor e ansiedade é capaz de induzir 

alterações semelhantes às dos doadores dos microrganismos17, o que será validado a partir 
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das análises metagenômica de composição dos microrganismos a serem realizadas 

futuramente. Neste estudo foram utilizados animais saudáveis tratados com antibiótico para 

reduzir o número de microrganismos residentes antes do tratamento de gavagem, ao invés 

de camundongos germ-free, pois os animais que crescem sem bactérias residentes já 

apresentam naturalmente alterações fisiológicas e comportamentais em relação à animais 

saudáveis135. Estes dados em conjunto sugerem ainda que a microbiota entérica do indivíduo 

adulto pode induzir alterações comportamentais compatíveis com os TDM e TAG, mediante 

alterações estruturais relacionadas a plasticidade sináptica, oligodendrogênese e 

neurogênese. 

O comportamento dos filhotes de fêmeas que sofreram disbiose durante a gestação 

apresentaram alterações comportamentais tanto com 21 quanto com 55 dias, sugerindo que 

a microbiota gestacional materna apresenta um papel importante no desenvolvimento do 

sistema nervoso dos filhotes, possivelmente facilitando o desenvolvimento de déficits 

comportamentais na prole em quadros de disbiose gestacional. Esses achados corroboram 

com o estudo realizado recentemente por Vuong e colaboradores13, que alteram a microbiota 

de fêmeas gestantes com antibióticos e observaram prejuízos na prole a nível de 

comportamentos motores, decorrentes de alterações na axogênese, com a formação de 

axônios thalamocorticais deficientes.  

Contudo, no presente estudo, apesar dos animais demonstrarem aumento no tempo de 

imobilidade no teste de SC com 21 dias decorrente do TMF com fezes provenientes de animais 

estressados, esse prejuízo não se manteve no grupo analisado com 55 dias. Este achado 

sugere uma restauração, ao menos em partes, das alterações comportamentais induzidas pelo 

TMF durante a gestação. Entretanto, essa melhora não é observada nos comportamentos 

relacionados à ansiedade ou à anedonia. Apesar da anedonia ser frequentemente observada 

em pacientes com Transtorno Depressivo Maior53, sua neurobiologia está relacionada com 

circuito mesolímbico, que consiste em projeções dopaminérgicas da Área Tegumentar Ventral 

(ATV) para o estriado ventral, incluindo o Núcleo Accumbens52. Dessa forma a intensidade do 

comportamento anedônico, mas não da depressão, foi negativamente correlacionada em 

humanos com a atividade da ATV em resposta a estímulos agradáveis52, o que corrobora com 

os nossos resultados. No mais, como discutido previamente, Sgritta e associados 

demonstraram recentemente que o tratamento com Lactobacillus reuteri consegue reverter 
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déficits sociais em animais via Nervo Vago justamente estimulando a ATV, que também é 

crucial para o comportamento social, a partir da ativação de neurônios ocitocinérgicos no 

Núcleo Paraventricular50. Esses dados sugerem uma possível desregulação do sistema 

Ocitocina-Dopamina presente no nosso modelo, que deverá ser investigada futuramente, com 

foco nos comportamentos sociais e relacionados à anedonia. 

A nível de expressão gênica, a prole com 21 dias gerada por fêmeas que sofreram o TMF 

com fezes provenientes de camundongos estressados foi o grupo que apresentou maiores 

prejuízos no presente estudo. Em humanos já foi demonstrado que durante a gestação o SNC 

apresenta a maioria dos genes regulados positivamente, sendo que em determinado 

momento do neurodesenvolvimento chega a expressar 85% dos genes de todo o genoma197. 

E em roedores já foi demonstrado até o nascimento as diferentes regiões encefálicas não 

apresentam elevada dissimilaridade da expressão gênica198. Essas regiões apresentam perfis 

de expressão cada vez mais semelhantes durante o desenvolvimento embrionário inicial, 

dominado por genes responsáveis pela construção e modelagem do encéfalo, enquanto após 

o nascimento as regiões tendem a se especializar e aumentar a dissimilaridade na expressão 

gênica, dominadas por genes que governam a operação do sistema nervoso como a atividade 

neural e a plasticidade198. O encéfalo conta com uma característica hiper expressão de 

RNAm199, sugerindo que a etapa transcricional da expressão gênica pode ter uma importância 

particular nesse momento do desenvolvimento. Desse modo, estímulos ambientais, como 

metabólitos produzidos pela microbiota materna, que alteram os processos transcricionais 

normativos como a compactação da cromatina, podem ter impactos consideráveis nessa 

etapa do desenvolvimento.  

Já foi demonstrado que moléculas produzidas pela microbiota materna são capazes de 

atravessar a placenta e influenciar o desenvolvimento dos embriões, como é o caso dos ácidos 

graxos de cadeia curta200. Esses metabólitos são potentes inibidores das histonas 

deaceticelases92, mantendo a cromatina descondensada e assim possibilitando a expressão 

de diversos genes. Desse modo, uma menor produção de ácidos graxos de cadeia curta pela 

microbiota materna em estado disbiótico pode ser uma possível explicação da redução da 

expressão gênica observada nos filhotes com 21 dias. Com o crescimento dos animais e o 

consequente controle mais fino da expressão gênica, responsável pela maior diferenciação 
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entre as estruturas198, é de se esperar que os filhotes não apresentem mais esses prejuízos 

com 55 dias.  

Ao contrário dos animais adultos doadores e receptores, a microbiota das fêmeas 

gestantes que receberam o transplante de microbiota fecal tanto do grupo controle quanto 

do grupo estressado não adotou um perfil similar ao dos doadores, o que era esperado uma 

vez que existe dimorfismo sexual na composição da microbiota em humanos e outros 

mamíferos devido a diferenças hormonais, que podem ser revertidas com tratamento 

hormonal201, e genéticas, especialmente as que tangem o sistema imune201,202. Contudo, 

apesar das diferenças em comparação aos doadores, foi observada diferença entre os grupos 

de fêmeas gestantes que receberam microbiota de animais controle e estressados, indicando 

que o TMF foi capaz de modular a microbiota dessas fêmeas com influência do sexo. De todos 

os grupos analisados no presente trabalho, os filhotes com 55 dias de fêmeas que passaram 

pelo TMF durante a gestação foram os que apresentaram maiores diferenças na composição 

relativa da microbiota fecal em comparação aos doadores, inclusive os que receberam TMF 

de animais estressados, que apresentaram um perfil similar ao observado nos animais 

controle dos demais grupos. A restauração do perfil da microbiota pode ter contribuído para 

a diminuição do tempo do tempo de imobilidade no teste de suspensão pela cauda dos 

animais filhos de fêmeas que receberam TMF de animais estressados durante a gestação. 

Contudo, como discutido anteriormente, esses animais apresentaram prejuízos 

comportamentais relacionados à ansiedade e anedonia que se mantiveram até os 55 dias, 

indicando que mesmo após a restauração de um perfil de microbiota similar a animais 

controle quando adultos, a disbiose gestacional pode provocar prejuízos comportamentais em 

animais adultos. Esse achado está de acordo com os achados de Sudo e colaboradores24, 

corroborando com a existência de uma janela temporal na qual a eubiose seria fundamental 

para o neurodesenvolvimento e sugerindo que essa janela englobe o período gestacional para 

determinados comportamentos. 

O grupo que sofreu disbiose durante o período de amamentação apresentou os maiores 

prejuízos comportamentais observados no presente estudo, assim como alterações na 

composição da microbiota que foram observadas até mesmo com 55 dias.  Isso está de acordo 

a Hipótese das Origens Desenvolvimentistas da Saúde e da Doença (DOHaD)111, que baseada 

em estudos pré-clinicos203,204 e clínicos205 descreve a importância do período neonatal para o 
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desenvolvimento e amadurecimento das diversas vias encefálicas responsáveis pelo 

comportamento normativo, no qual a disbiose entérica pode provocar déficits 

comportamentais duradouros204. Contudo, somente os filhotes com 55 dias apresentaram 

alterações na expressão gênica cortical, e somente dos genes Sinapsina 1 e Sox2.  

Os filhotes com 21 dias que sofreram o TMF durante a amamentação não apresentaram 

os mesmos prejuízos na expressão gênica presentes nos filhotes com 21 dias de fêmeas que 

sofreram o TMF. E, como discutido anteriormente, os filhotes com 55 dias de fêmeas que 

sofreram o TMF de animais estressados apresentaram um perfil de microbiota diferente do 

observado em suas mães, o que pode ser explicado pelo dimorfismo sexual, mas também 

diferente dos animais doadores. Isso sugere que os prejuízos observados frente a disbiose 

gestacional não foram adquiridos devido à uma contaminação com os microrganismos da mãe 

durante a amamentação e sim através de alguma comunicação que ocorreu durante o período 

gestacional.  

Por fim, no presente estudo, identificamos algumas limitações relacionadas à qualidade 

do sequenciamento das amostras de microbioma. Devido a essas limitações, a análise do 

microbioma foi conduzida apenas com as fitas forward, restringindo a caracterização 

taxonômica até o nível de Ordem. Como resultado, não obtivemos informações sobre níveis 

taxonômicos mais específicos. Para superar essa limitação e obter uma análise mais detalhada 

do microbioma, faz-se necessário o sequenciar as mostras novamente, possibilitando um 

aprofundamento do nível de sequenciamento. Dessa forma, será viável a identificação de 

grupos taxonômicos em níveis menores, permitindo uma compreensão mais aprofundada da 

composição e diversidade microbiana presente nas amostras. 

 

 

6. CONCLUSÃO 
 

 

O presente trabalho demonstra que o TMF em diferentes momentos da vida do 

camundongo pode provocar prejuízos comportamentais e de expressão gênica nas proles.  É 

possível concluir que quando o TMF ocorre durante a gestação, além dos prejuízos 
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comportamentais, os filhotes sofrem grandes alterações transcricionais durante a fase juvenil, 

que não são observadas na prole com 55 dias. Por outro lado, as alterações comportamentais 

são mais evidentes se a disbiose ocorre durante a amamentação e perduram até os 55 dias, 

indicando que a colonização da microbiota intestinal que ocorre no período neonatal tem 

grande influência no comportamento dos animais na vida adulta, conforme a DOHaD.  

Tais resultados corroboram com a nossa hipótese de que a colonização da microbiota ao 

longo de diferentes momentos do desenvolvimento, inclusive da microbiota materna durante 

o período gestacional, pode induzir alterações comportamentais, neuroquímicas e 

neuroestruturais relevantes para a saúde mental do indivíduo adulto. Contudo, análises do 

perfil imunológico e de metilação e acetilação de histonas, assim como de de modificações 

pós-traducionais, são necessárias para entender as possíveis vias pelas quais o controle da 

expressão gênica está sendo realizado nessa comunicação ao longo do desenvolvimento da 

prole. 
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