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RESUMO

A ativacdo imune materna (AIM) durante a gravidez, em especial via Polyl:C, pode aumentar
consideravelmente a incidéncia de transtornos neurodesenvolvimentais na prole, tais como a
esquizofrenia, autismo, ansiedade e depressdo. E sabido que as mulheres gravidas sio
consideradas o grupo de risco mais importante para a vacinagdo contra a gripe ou influenza
(H1N1). No entanto, o uso da vacina contra a gripe neste grupo continua limitado, visto que o0s
reais efeitos da imunizacdo durante a gestacdo na salde materno-fetal permanecem
incompreendidos. Desse modo, este estudo investigou parametros comportamentais de
discriminagdo olfatéria, atividade locomotora, comportamento tipo-depressivo e perfil
cognitivo, além dos niveis de citocinas na prole jovem-adulta de ratas Wistar submetidas a
vacinacdo contra influenza A e comparou esses parametros na prole de ratas induzidas a
infeccdo com Polyl:C durante a gestacdo. Ratas Wistar gestantes foram divididas em trés
grupos: 1) Grupo controle tratado com salina; 2) Grupo Vacina tratado com a Vacina contra
influenza A (H1N1); 3) Grupo Polyl:C submetido a uma unica injecdo de Polyl:C. Todos os
tratamentos foram administrados no 9° dia de gestacdo. Apo6s o desmame, os filhotes machos e
fémeas de 30 e 60 dias foram agrupados conforme o tratamento materno e, ao atingir a
respectiva idade, as proles foram submetidas aos testes comportamentais: discriminacéo
olfatoria, habituacdo ao campo aberto, splash teste e inibicdo por pré-pulso do reflexo de
sobressalto (IPP). Apoés a realizacdo destes, os animais foram decapitados e suas estruturas
cerebrais, bulbo olfatério (BO), cértex frontal, hipocampo e estriado retiradas para analise dos
niveis de citocinas (IL-1pB, TNF-a, IL-4 e IL-10). Os resultados apontam que a AIM por Polyl:
C foi capaz de induzir hiperlocomoc¢édo e um comportamento tipo-depressivo na vida adulta (60
dias) da prole de machos, indicando que a infeccdo pré-natal estd implicada nos transtornos
neurodesenvolvimentais. A Polyl: C administrada nas maes foi capaz de reduzir os niveis de
citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e 1L-10) em diversas estruturas cerebrais da prole de machos,
particularmente, no BO e cortex frontal de ratos de 30 dias; cortex frontal e estriado de machos
de 60 dias. Ainda, aumentou os niveis de IL-1p no BO e estriado das fémeas de 30 e 60 dias,
além de aumentar as concentra¢cdes de TNF-a no estriado de fémeas de 60 dias e no cortex
frontal de machos de 30 dias. Em resumo, a prole exibiu redu¢do nas citocinas anti-
inflamatorias, o que confirma a influencia da AIM (Polyl:C) na vida pds-natal da prole, tanto
em parametros neurogquimicos como comportamentais. Os ratos machos de 60 dias do grupo
vacina demonstraram um aumento no percentual de IPP (65, 70 e 75dB), sugerindo que a
vacinacdo materna com H1N1 pode ter melhorado a fungédo cognitiva destes animais. Para 0s
resultados das citocinas pré e anti-inflamatérias da prole de fémeas e machos de 30 e 60 dias
cujas maes receberam vacina nao se encontrou um padrdo 6bvio para tais marcadores, 0s quais
mostraram diferentes respostas entre machos e fémeas na idade jovem ou adulta. Entretanto,
torna-se evidente que as citocinas sofrem importantes alteracdes na vida pds-natal e,
possivelmente, a vacinagdo materna regula os niveis desses marcadores, 0s quais parecem ser
influencidos pela idade, género e estrutura cerebral avaliada na prole.

Palavras-chaves: Polyl:C, vacina contra influenza A (HLN1), gestacdo, prole jovem-adulta,
parametros comportamentais e neuroquimicos.



ABSTRACT

Maternal immune activation (MIA) during pregnancy, especially via polyriboinosinic-
polyribocytidilic acid (Polyl:C), can greatly increase the incidence of neurodevelopmental
disorders in the offspring such as schizophrenia, autism, anxiety and depression. It is known
that pregnant women are considered the most important risk group for vaccination against
influenza (HIN1). However, the use of these vaccine in this group remains limited, since the
actual effects of immunization during pregnancy on maternal-fetal health remain unknown.
Thus, this study investigated behavioral parameters of locomotor activity, depressive behavior,
olfactory discrimination and cognitive profile, as well as levels of cytokines in young adult
offspring, male and female, subjected to influenza A vaccination and to compare these
parameters in the offspring of rats induced with Polyl:C infection during gestation.
Pregnant Wistar rats were used, and were divided into three groups: 1) control group that
received saline; 2) group administered with influenza A (H1N1) vaccine; 3) Polyl: C group,
subjected to a single Polyl: C injection. The injections were administered on the 9th day of
gestation. After weaning, the male and female offspring were grouped according to maternal
treatment, and at 30 or 60 days, both offspring were subjected to behavioral tests: open field,
splash test, olfactory discrimination and prepulse inhibition (PPI). After these tests, animals
were decapitated and their brain structures, olfactory bulb (OB), frontal cortex, hippocampus
and striatum were removed for biochemical analyzes of cytokines levels (IL-1B, TNF-a, IL-4 e
IL-10). Overall, results indicate that Polyl:C was able to induce hyperlocomotion and
depressive behavior in adult male offspring, confirming that the prenatal infection implicated
in neurodevelopmental disorders. Polyl:C administered to mothers reduced the levels of anti-
inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10) in various brain structures of male offspring,
particularly in OB and frontal cortex of young mice; frontal cortex and striatal of adult male
and in the striatum of adult rats. Furthermore, it increased levels of IL-1p in the striatum of 30
and 60-day-old females, in addition to increasing TNF-a concentrations in the striatum of 60-
day-old females and in the frontal cortex of 30-day males. In summary, the offspring exhibited
a reduction in anti-inflammatory cytokines, indicating the influence of AIM on the postnatal
life of offspring, both in neurochemical and behavioral parameters. The 60-day male rats of the
vaccine group demonstrated an increase in the percentage of PPI (65, 70 and 75 dB), suggesting
that maternal vaccination (H1N1) may have improved the cognitive function of these animals.
For pro-and anti-inflammatory cytokines from the offspring of 30 and 60-day-old female and
male offspring whose mothers received vaccine, no obvious pattern was found for such
markers, which showed different responses between males and females at young or adult age.
However, it is clear that cytokines suffer changes in postnatal life, and maternal vaccination,
possibly regulates the levels of these markers, which appear to be influenced by the age, gender
and brain structure assessed in the offspring.

Keywords: Polyl:C, Influenza A (HLN1) vaccine, gestation, young adult offspring, behavioral
and neurochemical parameters.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ativacao imune materna, saide mental e citocinas na prole jovem-adulta

O adequado desenvolvimento fetal durante a gestacdo € de suma importancia, visto
que a presenca de algum fator estressor na fase pré-natal pode levar a sérias consequéncias ao
longo da vida na prole (Nunes e Madhi, 2015; Bergdolt e Dunaevsky, 2018). De fato, evidéncias
apontam que a infec¢do viral ou bacteriana durante o 1° ou 2° trimestre de gravidez esta
fortemente associada a predisposicdo de transtornos afetivos e psiquiatricos na prole (Boksa,
2010; Jurgens et al., 2012).

A etiologia dos transtornos neurodesenvolvimentais como esquizofrenia, autismo,
ansiedade e depressédo envolve alteracdes na formacéo cerebral (Brandon e Sawa, 2011), assim,
eventos adversos no Utero podem influenciar os processos criticos do desenvolvimento do
cérebro dos filhos e predispor o aparecimento de doencas mentais na idade jovem-adulta
(Brown, 2006). Um dos mais significativos fatores de risco ambientais para a esquizofrenia é a
infeccdo no 1° (Brown, 2006; Brown et al., 2007) e 2° trimestre de gestacao (Clarke et al., 2006),
a qual pode afetar o desenvolvimento cerebral, devido a liberacdo de hormonios relacionados
ao estresse, hipdxia, hipertermia ou desnutricdo e desencadear, por conseguinte, o aumento de
citocinas pré-inflamatdrias na mée, placenta e no feto (Patterson, 2007).

Deste modo, a infeccdo pré-natal por virus ou bactéria e, consequentemente, a ativacao
imune materna (AIM) contribui para alteracdes na neurogénese materno-fetal, na mielinizacéo
fetal e estd diretamente envolvida na patogénese de transtornos neurodesenvolvimentais na
prole, em especial a esquizofrenia e 0 autismo (Liu et al., 2013), alem de ansiedade e depressao
(Babri et al., 2014). Com base nisso, modelos animais de AIM tém sido estabelecidos a fim de
demonstrar a relacéo entre infeccdo materna e transtornos psiquiatricos. Déficits relacionados
a estes transtornos sdo observados na prole adulta de modelos animais, incluindo alteracGes
comportamentais (atividade locomotora e inibicdo do reflexo de sobressalto), anormalidades
em regi0es cerebrais e o desequilibrio em sistemas de neurotransmissores (Li et al., 2014).
Sabe-se que ha dois modelos animais de infeccdo pré-natal induzidos por lipopolissacarideo
(LPS) ou acido poliriboinosinico-poliribocitidilico (polyriboinosinic-polyribocytidilic =
Polyl:C), os quais desencadeiam efeitos bacterianos e virais, respectivamente, na gravidez
(Anderson e Maes, 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bergdolt%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30590095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunaevsky%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30590095
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A Polyl:C se caracteriza como um analogo sintético de cadeia dupla de RNA que leva
a producdo pronunciada, mas por tempo limitado de citocinas pré-inflamatdrias e estimula
reacOes fisioldgicas induzidas por infecgdo viral sendo, por este motivo, amplamente usada para
mimetizar a AIM em modelos animais (Majde, 2000; Alexopoulou, 2011). Baseado no fato de
que a exposicdo pré-natal a infecgdo constitui um fator de risco para a esquizofrenia, a Polyl:C
tem sido empregada no 9° dia de gestagdo em roedores, o qual equivale ao 1° trimestre de
gravidez em humanos, como um modelo neurodesenvolvimental de AIM capaz de induzir
anormalidades comportamentais, neuroquimicas e cerebrais caracteristicas da esquizofrenia na
prole adulta, podendo ainda impactar na saide materna (Meyer et al., 2008a,b; Meyer et al.,
2009a,b; Meyer e Feldon, 2012; Hadar et al., 2015; Reisinger et al., 2015).

De modo geral, a administracdo de Polyl:C em ratas Wistar durante a gravidez tem
levado ao comprometimento da prole, indicando um efeito transplacentario da AIM no feto em
desenvolvimento (Boksa, 2010; Meyer e Feldon, 2012). De qualquer forma, ambas as infec¢bes
por LPS e Polyl:C, aumentam a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias na mae (placenta e
liquido amnidtico) e no cérebro do feto, sendo que a Polyl:C ainda induz uma resposta aguda a
infeccOes virais, aumentando consideravelmente a liberagao de interferons (IFN): IFNa ¢ IFNy
(Winter et al., 2009). Desse modo, pelo fato das citocinas direcionarem a resposta imune inata,
foi atribuido a estas o papel de candidatas a interrupcdo do desenvolvimento cérebro-fetal
(Smith et al., 2007; Reisinger et al., 2015).

As citocinas sdo peptideos produzidos e liberados por inimeros tipos de células no
sitio da lesdo, bem como por células do sistema imunoldgico, através da ativacdo de
proteinoquinases ativadas por mitégenos (De Oliveira et al., 2011), sendo capazes de interferir
no metabolismo de neurotransmissores, nas atividades neuroenddcrina e neuronal, na regulacdo
do crescimento e da proliferacdo das células da glia (Hava et al., 2006). Em geral, as citocinas
atuam no organismo a fim de combater diversos patdgenos, sendo que no sistema imune
reconhecem particulas invasoras e ainda participam de respostas adaptativas ou reacgdes
homeostaticas (Avitsur e Yirmiya, 1999; Aderem e Ulevitch, 2000). Estes peptideos estdo
envolvidos tanto na resposta imune como na mediacdo de varios eventos do SNC, tendo uma
acdo imuno-reguladora vital nas funcGes e sobrevivéncia neuronal (Vizi e Kiss, 1998).

Deste modo, a ativacdo das citocinas pré-inflamatorias como o fator de necrose
tumoral (TNF-a), a interleucina-1B (IL-1B) e a interleucina-6 (IL-6) pode estar associada a
infeccdo intra-uterina, parto prematuro, infec¢es neonatais, deficiéncia nutricional materna e
dano cerebral neonatal. No cérebro, essas proteinas sdo expressas nas células gliais e nos

neurdnios. Em adic¢éo a sua fungéo na resposta imune, estes mediadores modulam a fungéo e o
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desenvolvimento neuronal, representando um papel crucial no neurodesenvolvimento (Hava et
al., 2006). As citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a sdo consideradas pro-inflamatérias pelo fato de
aumentar a resposta imunitaria a infeccdo e inflamacéo, por promover o recrutamento de
leucdcitos até os locais de inflamacdo e/ou pela ativagdo inflamatdria celular (Potvin et al.,
2008). O TNF-a esta envolvido na regulagéo do crescimento dos neuritos (Golan et al., 2004),
afeta a sobrevivéncia neuronal (Barker et al., 2001) e regula a expresséo do receptor AMPA
(Beattie et al., 2002). A IL-1p e o TNF-o também estdo relacionados a regulacdo da plasticidade
sinaptica (Butler et al., 2004). As citocinas anti-inflamatorias, 1L-4 e IL-10, se destacam por
contribuir para atenuar a resposta imune e inflamatéria (Potvin et al., 2008), enquanto o fator
de transformacdo de crescimento-beta (TGF-B) é considerado umas das citocinas mais
importantes para o crescimento celular, diferenciacéo e regulacdo da funcéo imune (Graciarena
etal., 2010).

Em resumo, as citocinas regulam a inflamagdo e coordenam as respostas inata e
adaptativa do sistema imunoldgico (Miller et al., 2011; Muller et al., 2015), sendo importantes
mediadores da comunicacao entre 0 SNC e o sistema imune, o que pode ter implicacfes para a
psiquiatria clinica (Kapczinski et al., 2010, 2011). E sabido que fatores estressores durante a
gestacdo, como a presenca de infeccOes, deficiéncia de nutrientes e uso de drogas, aumentam o
risco de parto prematuro, podem comprometer a salde materna, o neurodesenvolvimento do
feto e predispor o aparecimento de transtornos psiquiatricos (esquizofrenia, depressdo,
transtorno bipolar e autismo) na vida jovem-tardia da prole (Reddy e Yao, 1996; Dammann et
al., 2002; Francesconi et al., 2011). Além disso, ativadores imunoldgicos e inflamatorios, tais
como Polyl:C, IFN-y ¢ LPS quando administrados em periodos criticos, como na fase
gestacional, ativam a microglia no sistema nervoso central (SNC), gerando uma
neuroinflamacédo (Kapczinski et al., 2011; Kunz et al., 2011).

A ativacdo microglial tem sido associada aos transtornos psiquiatricos (Najjar et al.,
2013), visto que a microglia é uma celula imune residente do SNC ativada em resposta a lesdo
cerebral (Stertz et al., 2013). Assim, a ativacdo da microglia libera citocinas pro-inflamatérias
e radicais livres que podem causar degeneracdo neuronal, anormalidades na substancia branca
e diminuicdo da neurogénese materna e fetal. Esta interagdo, neurénio-microglia, pode levar a
lesdo e perda neuronal, sendo inclusive um importante fator envolvido na fisiopatologia dos
transtornos neurodesenvolvimetais (Moniji et al., 2009; Zhao et al., 2014; Réus et al., 2015).

Est& bem descrito que a administragdo de LPS ou Polyl:C leva a ativacdo da microglia
e ainda induz a inflamacéo via fator de transcricao nuclear-« B (NFkB) no cérebro do feto

(Saadani-Makki et al., 2008; Lin et al., 2014). Como consequéncia da AIM, ha um aumento da
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inflamacdo no Utero materno e a consequente perda de células precursoras de oligodendrécitos,
hipomielinizagdo e neuroinflamagdo materno-fetal, o que pode acarretar em alteragdes
comportamentais, cognitivas e neuroquimicas na mae e na vida tardia da prole (Svedin et al.,
2005; Moniji et al., 2009). A AIM via Polyl:C também pode comprometer o desenvolvimento
do sistema limbico e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) por meio da liberacdo de
corticotrofina materna, resultando em comportamento ansiogénico e depressivo, além de
déficits de atencdo e aprendizagem, particularmente, na vida jovem-adulta da prole (Enayati et
al., 2012).

Ademais, a diferenga de sexos entre homens e mulheres, machos e fémeas tem
despertado a aten¢do no mundo cientifico (Hegarty, 2018), uma vez que géneros (masculino e
feminino) podem diferir quanto a sensibilidade das areas cerebrais em desenvolvimento e aos
horménios sexuais (estrogénio, testosterona) e do estresse (cortisol), manifestando diferentes
respostas mediante a exposi¢do de uma mesma situacao estressora materna (Weinstock, 2007;
Schwendener et al., 2009).

E sabido que até a Gltima década, animais fémeas raramente eram utilizadas em
pesquisas cientificas, exceto para fins de reproducdo sexual ou investigacbes especificas,
devido ao ciclo estral, que por sua vez poderia interferir nos parametros comportamentais
(Simpson et al., 2012). Todavia, evidéncias tém comprovado diferencas nos géneros a nivel
cerebral e comportamental, tanto nos estudos clinicos quanto pré-clinicos (Weinstock, 2007;
Schwendener et al., 2009; Hegarty, 2018). Os hormonios sexuais sdo capazes de influenciar na
aprendizagem e memdria, podendo afetar a capacidade de respostas aos tratamentos (Souza et
al., 2014; Gobinath et al., 2017), sendo relatado que homens apresentam uma maior incidéncia
e predisposicdo para o desenvolvimento de autismo, transtorno de hiperatividade e atencéo e
tem maior habilidade na memdria espacial (Wooten et al., 2004; Ramtekkar et al., 2010;
Rucklidge, 2010), enquanto as mulheres parecem mais predispostas ao desenvolvimento de
depressdo e doenca de Alzheimer e tém maior habilidade na memoria verbal (Werling e
Geschwind, 2013).

Dados da literatura apontam ainda que diferentes géneros (masculino e feminino)
podem manifestar distintas respostas imunes. Klein (2012) verificou que o gene do receptor
toll-like (TLR) pode sofrer inativagdo e ser mais expresso em mulheres do que em homens.
Assim, a exposic¢do ao TLR7 aumentou os niveis de IFN-o. em mulheres quando comparado aos
homens em culturas celulares sanguineas mononucleares (Pisitkun et al., 2006). Porém, a
ativacdo de TLR9 por resposta viral, aumentou os niveis de IL-10 em homens quando

comparado as mulheres (Torcia et al., 2012). Desse modo, mais pesquisas se fazem necessarias
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para investigar os mecanismos envolvidos nas diferentes respostas imunes e na fisiopatologia
das doengas entre homens e mulheres, machos e fémeas.

Estudos tém demonstrado também que o0 comprometimento comportamental e
cognitivo materno e na prole jovem-adulta de maes expostas a AIM pode ser resultante da
exposicdo aguda e crbnica de citocinas pro-inflamatérias induzidas por agentes estressores
(Meyer et al., 2006a,b; Garay et al., 2013; Xia et al., 2014a), as quais levam a alteragdes
neuroguimicas e morfologicas. Adicionalmente, a desregulacdo dos sistemas dopaminérgico
(Meyer et al., 2008a), serotoninérgico (Fatemi et al., 2008), glutamatérgico (Meyer et al.,
2008b) e GABAérgico foi observada em descendentes de AIM (Samuelsson et al., 2006).
Morfologicamente, a AIM causa lesdes corticais cerebrais durante a fase neonatal (Girard et
al., 2010), diminuicdo da atividade cerebelar das células de Purkinje (Shi et al., 2003; 2005;
2009) e aumento da apoptose em ambos 0s neurdnios e células da glia em varias regides
cerebrais (Boksa, 2010). Somado a isso, a neurogénese no giro denteado (GD) hipocampal tem
se mostrado prejudicada na prole adulta induzida por AIM (Meyer et al., 2006a,b; Cui et al.,
2009). No mais, sabe-se que a neurogénese é controlada por fatores intrinsecos e extrinsecos,
incluindo estas citocinas que tém um papel critico nos processos cognitivos, tais como
plasticidade sinaptica e neuromodulacdo (Balu e Lucki, 2009). Diante disso, as interleucinas
(IL-1B, IL-6 e TNF-0) podem comprometer a neurogénese adulta e, geralmente, encontram-Se
elevadas pela AIM (Spooren et al., 2011; Gonzalez-Perez et al., 2012).

Com base nestas evidéncias, pesquisas suportam que a intervencdo viral ou bacteriana
na gravidez é capaz de diminuir a proliferacdo celular, sobrevivéncia dos neur6nios e causar
mudancas comportamentais acentuadas na vida tardia da prole, por comprometer a satde da
mée (Cui et al., 2009; Shi et al., 2009). Todavia, de que forma e por quais mecanismos a AIM
pode impactar nestes parametros comportamentais e neuroquimicos no cérebro da prole pds-
natal ainda deve ser pesquisado, a fim de permitir uma maior compreensdo destas alteracfes

conjuntas.

1.2 Vacinacao contra influenza A durante a gestacéo e seus efeitos na saide materna e da
prole jovem-adulta

As mulheres gravidas sdo consideradas o grupo de risco mais importante para a
vacinacdo contra a gripe, também denominada influenza ou HIN1 (McMillan et al., 2015).
Mulheres com doenga cronica, tal como funcdo pulmonar prejudicada, asma grave, diabetes
mellitus, deficiéncia imunoldgica e obesidade apresentam risco aumentado de complicacdes

para influenza, sendo oferecida a vacinacdo ja no 1° trimestre de gestagédo (Helmig et al., 2015).
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Portanto, sugere-se que este aumento da susceptibilidade a infec¢do pelo virus influenza durante
a gravidez é causado pela reducdo da resposta imune, particularmente durante o 3° trimestre de
gestacdo (Chavant et al., 2013). Baseado nisso, ambas as vacinas, pandémica ou sazonal para a
gripe, sdo recomendadas internacionalmente para mulheres gravidas, independentemente da
presenca de condicBes de risco a saude materna e fetal pré-existentes. Entretanto, embora a
vacinag&o de gestantes tenha sido recomendada desde 2005 pela Organiza¢do Mundial da Sadde
(OMS, 2005; 2014), a utilizacdo desta permanece limitada, devido as preocupacdes sobre seu
efeito no desenvolvimento do feto e as possiveis agcdes teratogénicas (Bednarczyk et al., 2012).

McMillan e colaboradores (2015) afirmam que as mulheres gravidas sdo uma
populacdo Unica devido as mudancas imunoldgicas e fisiologicas que ocorrem durante essa
fase. Em particular, as alteracfes imunoldgicas como a ativacdo de citocinas pro-inflamatérias,
podem resultar em reacGes de reatogenicidade pela vacina contra influenza e, assim, o risco de
dano ao feto torna-se uma grande preocupacdo. Estas alteracGes imunoldgicas e fisioldgicas
que ocorrem durante a gravidez podem alterar a susceptibilidade da mée e do feto a varias
doencas infecciosas (Palumbo et al., 2012).

Do ponto de vista imunolégico, a imunidade adaptativa humoral permanece intacta
com um aumento na resposta mediada por células T-helper-2 (Th2). Por outro lado, observa-se
uma supressao seletiva da imunidade mediada por células T-helper-1 (Th1) que compromete a
capacidade de resposta da mée a infec¢cdo (Simon et al., 2015). Desta forma, o equilibrio das
células Th1/Th2 parece mediar alteracGes estruturais e a neurogénese em modelos animais de
estresse crénico (McEwen, 2001). Em particular, estudos apontam uma correlacdo positiva
entre a neurogénese hipocampal e o equilibrio destas células. Observou-se que a diminuicéo da
neurogénese no hipocampo estéa associada a reducao do equilibrio Th1/Th2 em modelos animais
de envelhecimento (Palumbo et al., 2012) e que 0 aumento da neurogénese correlaciona-se ao
aumento do equilibrio das citocinas Th1/Th2 em estudos de exercicio moderado (Zhao et al.,
2012; Grohskopf et al., 2014).

Palumbo et al. (2012) e He et al. (2014) confirmam que o equilibrio das células
Th1/Th2 esta envolvido na resposta comportamental e neurogénese adulta, sendo influenciadas
pelos niveis de citocinas, as quais tem papel crucial em processos cognitivos como plasticidade
sinaptica, neurogénese e neuromodulacao. Mais especificamente, as citocinas proé-inflamatorias
(IL-1B, IL-6, TNF-a) estdo associadas aos declinios cognitivos (Dik et al., 2005), enquanto as
citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IFN-y e TGF-B) tém demonstrado efeito neuroprotetor
(Butovsky et al., 2006; Baron et al., 2008). Estes peptideos realizam neuromodula¢do nédo

apenas atraves da resposta direta do receptor ao ligante, mas também através da sua interligagédo
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(cross-talk) com a microglia residente (Butovsky et al., 2006; Schwartz e Schheter, 2010).
Neste sentido, Xia et al. (2014a) observaram que a vacinagdo contra influenza A (H1IN1)
durante a gravidez foi capaz de aumentar os niveis de IL-4, IFN-y e TGF-B ¢ diminuir 0s niveis
de IL-1pB, IL-6 e TNF-a nas maes, sugerindo que a imunizacdo parece criar um ambiente
neurobenéfico tanto na periferia como no cérebro das roedoras gestantes.

Jamieson et al. (2009) sugerem que mulheres gravidas e no periodo pos-parto sao
vulneraveis a pandemias de gripe. Por conseguinte, o Comité sobre Praticas de Imunizagédo
recomenda o uso da vacinacdo inativada contra a gripe em qualquer estagio da gestacéo, a fim
de prevenir o virus. Para avaliar a seguranca da vacina no desenvolvimento fetal, alguns
parametros como o aborto espontaneo, a morte fetal, o parto prematuro, o peso do feto para a
idade gestacional, a informacéo congénita e o baixo peso ao nascer da crianca sdo avaliados.
Associado a isso, a resposta inflamatdria que pode estar relacionada aos efeitos adversos para
o feto durante a infeccdo da gripe € uma consideragdo importante para a seguranca da vacina
contra influenza, especialmente na fase da embriogénese e no 1° trimestre de gestacdo quando
o feto estd mais exposto aos riscos (Ruedy, 1984; McCarthy et al., 2012).

Embora a imunogenicidade e a seguranca da vacina tenham sido confirmadas, sabe-se
que a vacina contra influenza induz uma forte ativacdo imune, podendo impactar na
neurogénese jovem-adulta e na fungéo cognitiva (Ziv and Schwartz, 2008, Gonzalez-Perez et
al.,, 2010), porém poucas pesquisas investigaram o0s reais efeitos da imunizacdo,
particularmente, na salde materna. Diante disso, a vacinacdo de gestantes visa alcancar dois
alvos relevantes: proteger a gravida contra doencas infecciosas que podem afetar seriamente
sua saude e evitar a transmissao de uma infeccdo e/ou uma doenga ao feto ou ao recém-nascido.

De modo geral, as concentracdes maternas de anticorpos protetores podem passar
através da placenta para o feto, especialmente durante o 3° trimestre de gestacdo. Nos recém-
nascidos, estes anticorpos costumam ter um meio vivo igual a 3-4 semanas e progressivamente
diminuem durante os primeiros 6-12 meses de vida, quando os programas de imunizacao para
criancas ja iniciaram (Grohskopf et al., 2014; Simon et al., 2015; Gabutti et al., 2017). Apesar
dos beneficios resultantes da administracdo de vacinas em mulheres gravidas, ainda é evidente
a relutancia e/ou a recusa desta abordagem, em especial pelas gestantes, as quais desconfiam
dos reais efeitos da imunizacdo ou tém receios infundados de acOes adversas das vacinas.
Assim, a formulacdo de recomendacdes unanimes para imunizacfes de mulheres gravidas e
durante a amamentacdo torna-se um desafio, uma vez que a base de evidéncias para orientar
tais decisbes € extremamente limitada, sendo que a maior parte dos dados relacionados a

seguranca das vacinas provém de inquéritos passivos (ACIP, 2008; Cassidy et al., 2016).
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A OMS (2012; 2015) tem identificado mulheres gravidas e bebés como individuos
com alto risco de morbidade e mortalidade pela doenca gripal ou influenza. Foi demonstrado
que a gripe sazonal aumenta o risco de hospitalizacdo das gestantes, especialmente se contraida
no 2° ou 3° trimestre de gravidez, aumenta 0 nascimento de criangas prematuras e com baixo
peso ao nascer para a idade gestacional e leva ao risco aumentado de aborto. Estes riscos sdo
ainda mais elevados se a gravida apresentar qualquer comorbidade associada, sendo a vacina
contra a gripe uma recomendacdo fundamental para estas mulheres. A vacinacdo deve ser
realizada antes do inicio da gripe, sendo a imunizacdo de rotina recomendada para todas as
mulheres gravidas ou que pretendem engravidar (Gabutti et al., 2017). Atualmente, a nivel
internacional, existem duas vacinas principais contra a gripe: vacinas inativadas (trivalentes:
TIV e quadrivalentes: QIV), que podem ser utilizadas durante todas as fases da gravidez e, as
vacinas vivas atenuadas (LAIV), as quais sdo contra-indicadas para gestantes. Por muito tempo,
a imunizagéo contra a gripe sazonal foi realizada por meio de vacinas T1V contendo 2 subtipos
de virus A e um tipo B. Mais recentemente, uma vacina QIV contendo 2 subtipos de virus A e
B, tornou-se disponivel no mercado (FAQ, 2016).

De qualquer forma, os dados de seguranca sobre o uso de vacinas contra a gripe na
gestacdo e, em particular, durante o 1° trimestre permanecem limitados. Entretanto, até o
momento, ndo foram relatados resultados adversos sobre a saude materna ou fetal, nem
qualquer malformacdo congénita atribuivel a imunizacdo realizada durante o 1° trimestre.
McMillan et al. (2015) concluiram que a vacinacdo materna contra a gripe ndo esta associada a
um risco aumentado de morte fetal, aborto espontaneo ou malformacg6es congénitas. Conclusao
semelhante a de McMillan et al. (2015) foi sugerida por Fabiani et al. (2015) e Polyzos et al.
(2015) em seus estudos, os quais também ndo verificaram efeitos adversos em fetos, cujas as
méaes receberam vacina contra influenza durante o 2° e 3° trimestre de gestacdo. Por
conseguinte, ambas as revisdes enfatizam que néo € possivel excluir totalmente o risco de danos
ao feto, devido a impreciséo estatistica, o desenho observacional e a heterogeneidade clinica e
metodoldgica destas pesquisas. Portanto, estudos que investiguem, principalmente mulheres
vacinadas durante o 1° trimestre de gravidez deve ser uma prioridade, a fim de permitir
estimativas mais precisas e conclusivas quanto a seguranca fetal.

Poucas evidéncias pre-clinicas tém observado os possiveis efeitos da vacinagdo contra
influenza A na fase gestacional tanto na salide materna como na prole jovem-adulta. Xia et al.
(2014a) realizou dois estudos e, primeiramente avaliou a influencia da vacinagéo contra gripe
(H1N1) no inicio da gestacdo, em especial, na neurogénese hipocampal e na memdria espacial

de animais gestantes. Neste estudo verificou que a vacinagdo, no 1° trimestre de gravidez,
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contribuiu para a neurogénese hipocampal e melhorou a memaria de trabalho nas gestantes
(camundongos C57BL/6J fémeas). Em seu segundo estudo, Xia et al. (2014b), observou uma
resposta imune protetora na neurogénese e no comportamento da prole adulta destas fémeas
que foram vacinadas durante a gestacdo, sugerindo que 0s possiveis mecanismos de mediacao
do desenvolvimento do cérebro pds-natal podem ser influenciados por alteracdes nos niveis de
citocinas e fatores de crescimento.

Diante de tudo, assim como o0s medicamentos sdo raramente testados para
teratogenicidade em ensaios clinicos controlados, para a vacina contra influenza essa realidade
também é predominante. Sabe-se que evidéncias de seguranca sdo muitas vezes derivadas de
estudos epidemioldgicos (passivos), pequenos estudos descritivos, relato de casos individuais
e poucas evidéncias pré-clinicas, o que pode causar preocupacdes quanto a qualidade das provas
disponiveis sobre as recomendacges para a pratica clinica (Ruedy, 1984; McMillan et al., 2015).
Devido a necessidade de pesquisas que avaliem os efeitos da vacinagdo contra influenza A
durante a fase gestacional na prole jovem-adulta, estudos em animais se tornam essenciais.

Desta forma, sendo a Polyl:C capaz de induzir ativacdo pré-natal em roedores, a
realizacdo deste trabalho tem relevancia, uma vez que avaliou tanto os efeitos da AIM como da
vacina contra influenza A (H1N1) durante a gestacdo em parametros comportamentais e

neuroquimicos na prole jovem-adulta, considerando os géneros: fémeas e machos.

1.3 Processos Neuronais

O desenvolvimento adequado da placenta é essencial durante a gravidez, uma vez que
essa constitui a interface entre as circulacbes materno-fetal, sendo fundamental para a nutrigdo
e oxigenacdo do feto. Assim, durante a vida fetal ocorre o chamado periodo critico do
desenvolvimento, época de fragilidade na qual os tecidos e os érgdos se desenvolvem, em
especial o cérebro (Nunes e Madhi, 2015). Neste sentido, a plasticidade neuronal permite que
0 cérebro se adapte estruturalmente perante mudancas ambientais ou agentes estressores, sendo
a resposta imune periférica, um estressor neuroetioldgico para este processo (Dantzer et al.,
2008).

Um exemplo primordial de plasticidade € a neurogénese adulta, na qual novos
neurdnios sdo gerados durante toda a vida perante situacdes adversas (Cameron and McKay,
1999). No entanto, ainda ndo esta claro como este processo é regulado fisiologicamente (Xia et
al., 2014a). A neurogénese se caracteriza como o0 aspecto mais vital do SNC e ocorre em todas

as areas do cérebro durante o desenvolvimento, no entanto, hd duas regifes neurogénicas
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principais em mamiferos adultos: giro denteado (GD) do hipocampo, regido diretamente
envolvida na aprendizagem e memoria, e a zona zubventricular (SZV) ou bulbo olfatério (BO)
(Wang et al., 2011; Wu et al., 2013). Em geral, a neurogénese ou crescimento dos neurénios
existe em toda a area cerebral, mais predominantemente no GD hipocampal. Desta forma, a
evolucdo do hipocampo é capaz de influenciar diretamente no aprendizado e memdria (van
Praag et al., 2002; Ron-Harel et al., 2008) e pode ser regulada por diversos fatores como
citocinas, fatores de crescimento e de transcri¢do (Balu e Lucki, 2009).

Ademais, pesquisa indica que a neurogénese reduzida no BO pode causar deficits na
discriminacdo olfatoria (Bath et al., 2008), uma vez que o olfato tem sido identificado como um
biomarcador importante para esquizofrenia e autismo (Atanasova et al., 2008). Estudo de
neuroimagem demonstrou que o volume do BO em pacientes esquizofrénicos esta diminuido
(Nguyen et al., 2011), o que torna relevante investigar se as fungdes olfativas na prole jovem-
adulta de mées expostas & AIM ou a vacina contra influenza encontram-se comprometidas (Liu
etal., 2013).

Desse modo, investigar o efeito da AIM (Polyl:C), bem como da vacina contra
influenza A durante a gestacao na resposta comportamental e em pardmetros neuroquimicos na
prole jovem-adulta tem uma acdo primordial para a ciéncia, visto que ainda ha caréncia de
estudos e, pelo fato de que ambas sdo capazes de interferir diretamente no
neurodesenvolvimento da prole, podendo inclusive, favorecer o desenvolvimento de

transtornos psiquiatricos na vida pés-natal dos filhos.
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2 JUSTIFICATIVA

Est& bem descrito que a exposicao pré-natal a infeccao constitui um fator de risco para
transtornos neurodesenvolvimentais na prole. De modo particular, a Polyl:C tem sido utilizada
no 9° dia gestacional como um bom modelo animal de AIM capaz de induzir alteragdes
comportamentais e neuroquimicas caracteristicas da esquizofrenia na prole adulta (Meyer et al.,
2009a,b; Meyer e Feldon, 2012; Hadar et al., 2015; Reisinger et al., 2015). A administracéo de
Polyl:C em ratas Wistar durante a gravidez tem levado ao comprometimento da prole por
aumentar a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias na mae (placenta e liquido amniético) e no
cérebro do feto (Boksa, 2010; Meyer e Feldon, 2012). A Polyl:C ainda induz uma resposta
aguda a infecg¢des virais, aumentando consideravelmente a liberagdo de interferons (IFN): [FNa
e IFNy (Winter et al., 2009).

E sabido que as mulheres gravidas sdo consideradas o grupo de risco mais importante
para a vacinagdo contra a gripe ou influenza (H1IN1) (McMillan et al., 2015). Isto pode ser
explicado pelo fato das gestantes serem mais susceptiveis as pandemias de gripe, uma vez que
durante a gravidez, a presenca de uma infeccdo pode diminuir a proliferagdo celular,
sobrevivéncia dos neurdnios e causar mudancas comportamentais acentuadas na salde materna
e da prole, influenciando na incidéncia de transtornos psiquiatricos na vida jovem-adulta dos
filhos (Cui et al., 2009; Shi et al., 2009; Liu et al., 2013; Babri et al., 2014).

No entanto, apesar da importancia da vacinacdo em gestantes, percebe-se que o uso da
vacina contra a gripe neste grupo continua limitado, uma vez que ha preocupacdes sobre o seu
efeito no desenvolvimento do feto e devido as suas possiveis acoes teratogénicas (Ruedy, 1984;
McMillan et al., 2015). De fato, os mecanismos bioquimicos pelos quais a vacina contra
influenza A age e pode influenciar na sdude materna e no desenvolvimento do feto, podendo
comprometer negativa ou favorecer positivamente na resposta comportamental materna e da
prole na vida adulta (Xia et al., 2014a,b), ainda ndo foi totalmente esclarecido, o que justifica
as investigagdes pré-clinicas, visto que estudos clinicos se mostram restritos.

Diante disso, investigar o efeito da AIM (Polyl:C), bem como da vacina contra
influenza A durante a gestacdo na resposta comportamental e em parametros neuroquimicos na
prole jovem-adulta apresenta relevancia, visto que ainda ha caréncia de estudos e, pelo fato de
gue ambas sdo capazes de interferir diretamente no neurodesenvolvimento da prole, podendo

inclusive, favorecer o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na vida pos-natal dos filhos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da AIM (Polyl:C) e da vacina contra influenza A (H1N1) durante a
gestacdo em parametros comportamentais e neuroquimicos na prole jovem-adulta, machos e

fémeas.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar parametros comportamentais de atividade locomotora, comportamento tipo-
depressivo, discriminacdo olfatdria e perfil cognitivo na prole jovem-adulta de ratas Wistar
submetidas a vacinagdo contra influenza A (HIN1) e comparar esses parametros na prole de
ratas induzidas a infeccdo com Polyl:C durante a gestacéo, considerando o género: ratos machos

e fémeas;

Avaliar os niveis de citocinas (IL-1p, TNF-a, IL-4 e IL-10) nas estruturas cerebrais,
BO, cortex frontal, hipocampo e estriado, na prole jovem-adulta de ratas Wistar submetidas a
vacinacao contra influenza A (H1IN1) e comparar esses parametros na prole de ratas induzidas

a infeccdo com Polyl:C durante a gestacdo, considerando o género: ratos machos e fémeas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos e locais de realizagdo da pesquisa

Este estudo se caracteriza como experimental, utilizando um modelo animal. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciuma, Santa Catarina (SC), Brasil,
sob o protocolo 038/2016-1 (Anexo 1). Os procedimentos foram executados de acordo com o
Instituto Nacional de Guia de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio e as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
projetado para minimizar o sofrimento e limitar o numero de animais utilizados. O
desenvolvimento deste trabalho, desde os experimentos com o0s animais até os testes
comportamentais e as analises bioquimicas, foi realizado no Laboratério de Psiquiatria
Translacional da UNESC.

4.2 Animais e delineamento experimental das ratas maes

No total foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas, pesando entre 2509 a 300g, as quais
passaram por uma unica noite de acasalamento. Os animais foram obtidos do Biotério da
Universidade e mantidos em gaiolas em ciclos de 12h dia-noite, com alimentacdo e agua
disponivel e temperatura controlada entre 22+ 1° C. Cada fémea foi mantida na mesma caixa
com um macho (n = 36 machos) durante um ciclo de 48h. Na manh& do dia seguinte foi
realizado um esfregaco vaginal para analise de seu conteldo e diagndstico de prenhez. A
presenca de um espermatozoide e as caracteristicas do ciclo estral das fémeas confirmou o
diagndstico e este representou o dia zero de gestacdo. Assim, as ratas gestantes foram divididas
em 3 grupos de 12 animais cada (n=12) para administracdo do seu tratamento (Figura 1):

e 1) Grupo de ratas prenhas denominado grupo controle (n = 12);
e 2) Grupo de ratas prenhas denominado grupo vacina (H1IN1) (n = 12);

e 3) Grupo de ratas prenhas denominado grupo Poly:IC (n = 12).
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4.2.1 Administracdo de salina, vacina contra influenza A (H1N1) e Polyl: C nas
ratas gestantes

As ratas gestantes foram divididas em trés grupos: controle, vacina e Polyl:C
conforme mencionado acima. Sabe-se que o periodo de gestacdo para o rato e o ser humano é
aproximadamente de 20 dias e 40 semanas, respectivamente. Portanto, cada dia de gestacéo de
uma rata pode ser equivalente a um periodo de 2 semanas de gestacdo de um humano. Dada a
importancia desta analogia, pode-se concluir que a duracdo ou a gravidade da exposi¢do ao
estresse ou infeccdo durante a gravidez e o tempo de uma resposta inflamatdria ou do estresse
sdo fundamentais para determinar a natureza dos efeitos comportamentais ou neuroquimicos na
prole em seus estagios de vida jovem-adulta (Enayati et al., 2012). Considerando o desenho
experimental e 0s objetivos desta pesquisa, salienta-se que no 9° dia de gestacao, o qual equivale
ao 1° trimestre de gravidez em humanos, as ratas de cada grupo foram submetidas, uma Unica

vez, ao seu tratamento especifico.

No grupo controle foi aplicada uma solu¢éo salina estéril (cloreto de s6dio — NaCl,
0,9%) conforme respectivo peso de cada animal no volume de 1ml/kg em dose Unica, via

intraperitoneal (i.p.);

Nas ratas do grupo vacina (H1N1) foi administrada uma unica dose de 0,1mL por
animal da vacina contra influenza A (Instituto Butantan) do tipo trivalente (fragmentada e
inativada), via i.p., sendo esta dose calculada com base no estudo realizado por Xia et al.
(20144a).

Nas ratas do grupo Polyl:C foi realizada a administracdo de uma Unica injecdo de
Polyl:C (sal de potassio; Sigma-Aldrich, Brasil; P9582-5mg) na dose de 5 mg/kg, via
intravenosa (i.v.). A Polyl:C foi diluida em solucéo isotdnica de NaCl a 0,9% para alcangar
uma concentracado final de 1 mg/mL, baseando-se em um volume de 5mL/kg, conforme dados
da literatura (Meyer et al., 2005; Meyer et al., 20063, b).

4.2.2 Divisao dos experimentos em etapas

Em seguida a fase gestacional, os filhotes foram mantidos junto a mée para a
amamentacdo e 21 dias ap0s 0 nascimento, os mesmos foram submetidos ao desmame e &
sexagem, sendo separados em machos e fémeas, conforme o tratamento materno. A prole de
ambos os géneros foi dividida em grupos, conforme a idade, para ser utilizada na fase jovem
(30 dias) e na fase adulta (60 dias).
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4.3 Animais e delineamento experimental da prole adulta: machos e fémeas

Vinte e um dias ap6s o nascimento, a prole foi submetida ao desmame e a sexagem,
sendo separada conforme o género em machos e fémeas e em grupos de acordo com o

tratamento materno: controle, vacina (H1N1) ou Polyl:C.

Uma parte da prole, conforme os grupos maternos acima e género, foi utilizada aos 30
dias de vida e a outra parte dos animais foi utilizada ao atingir a idade adulta (60 dias). Para as
analises comportamentais foram utilizados 10 animais machos e 10 fémeas de cada grupo com
30 ou 60 dias de vida, totalizando 120 animais para o experimento, visto que foram trés
tratamentos maternos (controle, vacina ou Polyl:C). Ao completar a idade desejada, os
animais foram submetidos aos testes comportamentais, 0s quais aconteceram em trés dias, uma
vez que ndo foi possivel realizar todos os comportamentos no mesmo dia, devido ao tempo de
duracdo dos testes e ao desgaste dos animais. Desta forma, o experimento com a prole de

machos e fémeas com 30 dias ou 60 dias, de cada grupo foi realizado da seguinte forma:
Dia 1: Atividade locomotora e splash teste;
Dia 2: Discriminacédo olfatéria;

Dia 3: Inibicdo por pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP) e, posteriormente,

foi realizada a eutanasia dos animais.

Imeaditamente ap0s a realizacdo do ultimo teste comportamental, as proles de machos
e fémeas com 30 ou 60 dias foram decapitadas em guilhotina e, em seguida, as estruturas
cerebrais dissecadas em cortex frontal, hipocampo, estriado e BO, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer -80C° para posteriores analises dos niveis de citocinas. Para
estas analises foram necessérias amostras cerebrais de 7 animais machos e 7 fémeas de cada
grupo, a fim de se analisar as citocinas (IL-1p, TNF-a, IL-4 e IL-10 — n=7). Foram utilizados
84 animais nesta etapa, sendo 42 machos e 42 fémeas, de cada grupo experimental e com 30 ou

60 dias. O desenho experimental do estudo esta representado na Figura 1.
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Figura 1: Desenho experimental dos testes comportamentais e anélises neuroquimicas realizadas com a prole de
30 ou 60 dias, machos e fémeas, cujo tratamento materno foi realizado com salina (controle), vacina (HLIN1) ou
Polyl:C. Fonte: Autor, 2019.

4.4 Testes Comportamentais

4.4.1 Atividade locomotora

Os animais foram submetidos a analise da sua capacidade locomotora e exploratéria
por meio do teste campo aberto (open field), o qual tem sido amplamente utilizado para
mensurar parametros de emocéo, exploracéo, atividade geral ou locomotora, medo e ansiedade
dos animais (Courvoisier et al., 1996; Prut e Belzunc, 2003). Para tanto, o experimento

aconteceu em uma sala escura com luz branda apenas na caixa, onde 0s ratos machos e fémeas
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foram individualmente inseridos em uma caixa de madeira na parte traseira e nas laterais e de
vidro na parte da frente com dimensdes (80 x 80 x 30 cm) dividida igualmente em 12
guadrantes. A avaliacdo comportamental considerou 0s seguintes parametros: atividade
locomotora (crossing — nimero de cruzamentos) e a atividade exploratdria através do nimero
de rearing (nmero de movimentos de elevacédo da pata dianteira sem tocar as paredes do campo
aberto — numero de levantamentos — atividade vertical), sendo que os roedores foram avaliados
durante 10 minutos (De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010).

4.4.2 Splash teste

O splash teste tem por finalidade avaliar o comportamento anedonico dos roedores.
Os animais foram colocados individualmente no campo aberto e o tempo gasto pelo animal
com seu autocuidado, tempo total de limpeza (grooming) e o numero de lambidas, foi
cronometrado por um periodo de 5 minutos. Estes parametros de auto-limpeza representam um
indice de autocuidado e comportamentos motivacionais e, quandos reduzidos, podem ser
comparaveis a sintomas tipo-depressivos, como o comportamento anedénico (Willner, 2005).
Para isso, foi esguichada uma solucdo de sacarose a 10% sobre o dorso do rato, macho ou
fémea, antes de coloca-lo no campo aberto. A solucdo de sacarose foi levemente esguichada e
espalhada manualmente pelo dorso, para que o animal ndo respingasse nas paredes ao se
sacudir, engquanto estivesse dentro do campo aberto (Willner, 2005; Rosa et al., 2014). Depois
de aplicar a solucdo de sacarose, o tempo total de limpeza, bem como o nimero de lambidas
foi registrado. Foram considerados sinais de autocuidado, lambidas em todas as partes do

animal, inclusive nas patas.

4.4.3 Discriminacdo olfatéria

A discriminacdo olfatoria avalia a capacidade dos roedores em diferenciar odores e,
assim, o déficit olfatério do animal. O teste foi realizado conforme previamente descrito por
Soffie e Lamberty (1988) e, posteriormente, modificado por Prediger et al. (2005a,b). Os
animais foram mantidos em grupo por 48 horas na sua caixa habitual (42 x 34 x 17 cm), sem
gue ocorra a troca da maravalha (serragem da sua prépria caixa), a fim de que haja uma
padronizacdo da impregnacdo do odor deste ambiente, considerado este 0 ambiente familiar
(habitual) para os animais. A caixa de discriminagdo olfatoria consiste em dois compartimentos

(ambientes) idénticos (30 x 30 x 20 cm) separados por uma porta aberta que permite 0 acesso
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dos animais para os dois compartimentos. O chdo de um dos ambientes foi forrado com a
maravalha retirada da gaiola, na qual o animal permaneceu por 48 horas (ambiente familiar ou
habitual). J& o outro compartimento foi forrado com uma serragem limpa e inodora, sendo
considerado o ambiente ndo familiar (ambiente novo) para o animal. O experimento consistiu
em colocar o rato na caixa de discriminacdo olfatoria e registrar durante um periodo de 5

minutos o tempo que o animal gastou investigando cada um dos compartimentos.

Prediger et al. (2005a,b) afirmam que os animais séo capazes de distinguir o odor do
compartimento familiar e ndo familiar, sendo geralmente comum gastarem mais tempo no
ambiente familiar, uma vez que preferem seu prdprio odor. Entretanto, se sabe que 0s roedores
sdo animais de carater exploratorio, assim, a exploracdo do ambiente ndo familiar também pode

ser considerado um comportamento padrdo dos animais.

4.4.4 Inibicado por pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP)

A quantificacdo da inibicao por pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP) foi realizada
com base no protocolo descrito por Levin et al. (2011). Utilizou-se uma caixa de medida de
sobressalto com vedacéo sonora (Insight, Sdo Paulo, Brasil). O protocolo foi composto por 74
testes pseudo-randomizados, divididos em sete categorias distintas, apresentados com um
intervalo de 20 segundos: 1) 20 apresentagdes de pulso sozinho (P) com uma intensidade de
120 dB por 50 ms; 2) 8 apresentacdes de cada intensidade de pré-pulso (PP) sozinho,
intensidades de 70, 75 e 80 dB e 3000 Hz de frequéncia por 20 ms; 3) 10 apresentacGes de cada
intensidade de PP + P, com um intervalo de 50 ms. A média da amplitude de sobressalto apds
as sessdes de P, bem como a média da amplitude da resposta de sobressalto apds as sessdes de
PP+P foram calculadas automaticamente para cada animal. O nivel de IPP para cada animal foi
determinado pela expressdo da amplitude de sobressalto de PP+P, como uma reducao
percentual a partir da amplitude de sobressalto de P, sendo calculada de acordo com a seguinte
equacdo: porcentagem (%) IPP = 100 — [(PP/P) x 100]. Desta forma, 0% correspondeu a
auséncia de diferenca entre a amplitude de sobressalto apds as sessbes de P e PP+P e,
consequentemente, & auséncia de inibicdo da resposta de sobressalto. O resultado do % IPP,
avalia a fungdo sensorio-motora dos animais, sendo que um maior % IPP representa um melhor

desempenho cognitivo do animal no teste (Hoffman e Ison, 1980; Weiss e Feldon, 2001).
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4.5 Andlises Bioquimicas

4.5.1 Preparo das amostras cerebrais

Apols a decapitacdo dos animais em guilhotina, os cérebros foram removidos e
dissecados em BO, cortex frontal, hipocampo e estriado. As amostras foram dissecadas em uma
superficie gelada, posteriormente mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer
a -80°C para posteriores analises bioquimicas, sendo preparadas de acordo com a técnica

bioquimica a ser realizada.

4.5.2 Niveis cerebrais de citocinas

Para analisar os niveis cerebrais de citocinas, as amostras de cdrtex frontal, hipocampo,
estriado e BO foram homogeneizadas em solucdo tampao fosfato com um coquetel inibidor de
protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), centrifugado a 2300 x g por 5 minutos e 0
sobrenadante foi utilizado para as determinagdes. Os niveis das citocinas IL-4 (R & D Systems,
Inc. — USA, Rat IL-4, DY504); IL-10 (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific — USA, Mouse
IL-10); IL-1R ((Invitrogen by Thermo Fisher Scientific — USA, Mouse IL-1R) e TNFa (R & D
Systems, Inc. — USA, Rat TNFa DY510) da prole jovem-adulta foram determinados por meio
de kits comerciais ELISA especificos para estas analises, conforme as recomenda¢fes do

fabricante e apresentados a seguir.

As placas de microtitulacdo (96 pocos de fundo plano) foram incubadas durante a noite
com o anticorpo de captura. Em seguida, foram lavadas trés vezes com tampdo fosfato de
lavagem e, posteriormente, bloqueadas com uma solugdo tampéo fosfato com albumina 1%
durante 1 hora. Apos, foram incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padrao, diluidas
em solucdo tampdo, durante 2 horas. Seguidamente, as placas foram lavadas trés vezes com
tampdo de lavagem e incubadas com anticorpo de detec¢do por mais 2 horas. Depois das
lavagens, foi incubada uma peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e apos, o
substrato (peroxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1) A reacdo foi finalizada pela adicéo

de &cido sulfarico 2N. As placas foram lidas a 450nm em espectrofotémetro.
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4.5.3 Dosagem de proteinas

As proteinas foram mensuradas de acordo com o método de Lowry et al. (1951) e a

albumina serica bovina foi utilizada como padrao.

4.6 Andlise Estatistica

Os testes comportamentais, atividade locomotora, splash teste, discriminagéo olfatéria
e IPP, assim como as analises neuroquimicas de citocinas da prole jovem-adulta, fémeas e
machos, foram avaliados separadamente através da analise de variancia (ANOVA) de uma via,
corrigido pelo teste robusto de Welch, quando o teste de Levene foi p<0,05, seguido pelo post
hoc Tukey ou C de Dunnet, quando F foi significativo. A significancia estatistica foi considerada
para valores de p<0,05. O teste de normalidade Shapiro—Wilk foi realizado para confirmar se

o0s dados possuiam uma distribui¢do normal.

Em geral, os dados foram expressos como média (x) e erro padrdo da média (média +
E.P.M). As andlises estatisticas foram realizadas através do programa Statistical Package for
the Social Science (SPSS versdo 20.0) e utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 para a

elaboracéo dos gréficos.
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5 RESULTADOS

5.1 Analises Comportamentais

5.1.1 Atividade Locomotora

A Figura 2 apresenta os resultados do teste campo aberto utilizado para avaliar a
atividade locomotora por meio do nimero de cruzamentos (crossing) e a atividade exploratdria
através do nimero de levantamentos (rearing) da prole de fémeas aos 30 dias (Fig. 2A e 2B) e
60 dias (Fig. 2C e 2D), cujas maes receberam o0s tratamentos salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C
durante a gestacdo. Os resultados ilustrados nas Figuras 2A e 2B indicam que ndo houve
diferenga estatistica para 0 nimero de cruzamentos [F(221) = 0.786, p = 0,478] e levantamentos
[F(2.21) = 3.038, p = 0,082] entre as ratas fémeas de 30 dias dos trés grupos avaliados: controle,
vacina e Polyl:C. As fémeas de 60 dias do grupo vacina, entretanto, apresentaram menor
namero de cruzamentos [F(223) = 10,574 p<0,05] e levantamentos [F(223) = 7,399 p<0,05]
guando comparadas ao grupo controle, conforme demonstrado nas Figuras 2C e 2D,

respectivamente.
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Figura 2: Atividade locomotora representada através do nimero de cruzamentos (crossing) (Fig. 2A e 2C) e
nimero de levantamentos (rearing) (Fig. 2B e 2D) realizado pela prole de fémeas aos 30 e 60 dias de vida,
respectivamente, cujas mées receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestagdo. Os
valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados significativos valores de p<0,05 n=10. *diferente
do grupo controle. Fonte: Autor, 2019.

A Figura 3 aponta os resultados relacionados ao numero de cruzamentos e
levantamentos da prole de machos aos 30 dias (Fig. 3A e 3B) e 60 dias (Fig. 3C e 3D), cujas
mdes receberam os tratamentos salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestagdo. As
Figuras 3A e 3B indicam que ndo houve diferenca significativa para o nimero de cruzamentos
[F(2,25) = 2.431, p = 0,108] e levantamentos [F(2,25) = 0.608 p = 0,552] entre os machos de 30
dias, independendentemente do tratamento materno. Para os ratos machos de 60 dias, de acordo
com a Figura 3D, também n&o se observou diferenca estatistica para o namero de levantamentos
nos grupos vacina [F(2,23) = 3.381 p<0,05] e Polyl:C [F(2,23) = 1.547 p = 0,234]. Entretanto, 0s
ratos do grupo Polyl:C [F(223) = 1,547 p = 0,234] apresentaram maior nimero de cruzamentos
quando comparados ao grupo controle, confirmando uma hiperlocomocéo destes animais, cujas

maes receberam Polyl:C durante a gestagéo (Fig. 3C).
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Figura 3: Atividade locomotora representada através do nimero de cruzamentos (crossing) (Fig. 3A e 3C) e
levantamentos (rearing) (Fig. 3B e 3D) realizado pela prole de machos aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente,
cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram
expressos como média £ EPM, sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=10. *diferente do grupo
controle. Fonte: Autor, 2019.

5.1.2 Splash Teste

A Figura 4 apresenta os resultados comportamentais do splash teste realizado com
ratas fémeas de 30 dias (Fig. 4A e 4B) e 60 dias (Fig. 4C e 4D), cujas mdes receberam os
tratamentos: salina, vacina (HLN1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Esse teste foi avaliado em
dois parametros: tempo total de limpeza e o nimero de lambidas, os quais indicam o indice de
autocuidado dos animais e, quando diminuidos, podem ser comparados a sintomas tipo-
depressivos, como o comportamento anedbnico. De modo geral, as Figuras 4A e 4C,
respectivamente, retratam que ndo houve diferenca significativa entre as fémeas de 30 e 60 dias
dos grupos vacina [F(2.18) = 2.326, p=0,141] e Polyl:C [F21) = 1.485, p=0,267] para o tempo
total de limpeza, bem como para o nimero de lambidas das ratas fémeas dos grupos vacina
[Fe18) = 0.364, p=0,702] e Polyl:C [Fe21) = 1.437, p=0,269], conforme representado nas

Figuras 4B e 4D, respectivamente.
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Figura 4: Representacdo do splash teste nas ratas fémeas em dois parametros: tempo total de limpeza (Fig. 4A e
4C) e nimero ou quantidade de lambidas (Fig. 4B e 4D) realizado pela prole de ratas fémeas aos 30 e 60 dias de
vida, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram
expressos como média £ EPM, sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=10. *diferente do grupo
controle. Fonte: Autor, 2018.

A Figura 5 demonstra os resultados do splash teste em ratos machos de 30 dias (Fig.
5A e 5B) e 60 dias (Fig. 5C e 5D), cujas mdes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1)
ou Polyl:C durante a gestacdo. A Figura 5A aponta uma diferenca significativa para os ratos
machos de 30 dias do grupo vacina para o tempo total de autocuidado [F,21) = 7.221, p<0,05],
0s quais apresentaram maior tempo de limpeza em relag¢do ao grupo controle, sugerindo uma
maior preocupacdo com seu autocuidado. Quanto ao ndmero de lambidas dos animais,
representado na Figura 5B, verifica-se que ndo houve diferenca estatistica para 0s machos de
30 dias dos grupos controle, vacina e Polyl:C.

Os ratos machos de 60 dias do grupo Polyl:C apresentaram menor tempo total de
limpeza [Fp22) = 11.551, p<0,05] (Fig. 5C) em relagdo ao grupo controle, indicando menor
preocupacdo com seu autocuidado. A Figura 5D retrata uma diferenca significativa para os ratos
machos de 60 dias dos grupos vacina [Fe21 = 1.624, p=0,221] e Polyl:C [Fe22) = 9.713,

p<0,05], os quais apresentaram menor nimero de lambidas em relagdo ao grupo controle. Em
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geral, esses achados parecem indicar um comportamento tipo-depressivo, particularmente na
prole cujas mées sofreram AIM (Polyl:C), visto que os ratos machos adultos (60 dias) ndo

demonstraram preocupagdo com seu autocuidado (menor tempo total de limpeza e nimero de

lambidas).
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Figura 5: Representacdo do splash teste nos ratos machos em dois pardmetros: tempo total de limpeza (Fig. 5A e
5C) e nimero ou quantidade de lambidas (Fig. 5B e 5D) realizado pela prole de ratas fémeas aos 30 e 60 dias de
vida, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram
expressos como média £ EPM, sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=10. *diferente do grupo
controle. Fonte: Autor, 2019.

5.1.3 Discriminacéo Olfatdria

A Figura 6 representa os parametros avaliados no teste de discriminacdo olfatéria
(tempo gasto no ambiente familiar e ndo familiar), bem como o nimero de cruzamentos (trocas
de ambiente) da prole de fémeas aos 30 dias (Fig. 6A e 6C) e 60 dias (Fig. 6B e 6D),
respectivamente, cujas maes receberam os tratamentos salina, vacina (H1IN1) ou Polyl.C
durante a gestacdo. A Figura 6A mostra que as fémeas de 30 dias dos grupos controle, vacina e
Polyl:C permaneceram mais tempo no ambiente familiar quando comparado ao nao familiar,

mostrando uma diferenca estatistica dos animais no tempo de permanéncia entre os ambientes.
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Este achado pode ser considerado um comportamento normal para roedores, 0s quais podem
preferir o ambiente do seu proprio odor [F(147)=45.2, p<0,01]. De acordo com a Figura 6B, se
observa uma diferenca estatistica entre o tempo de permanéncia no ambiente familiar e nao
familiar [F(1,40) = 32.58, p<0,01] para as fémeas de 60 dias dos grupos vacina e Polyl:C, as

quais gastaram mais tempo no ambiente ndo familiar.

Quanto ao numero de cruzamentos, as Figuras 6C e 6D respectivamente, demonstram
que as fémeas de 30 dias do grupo vacina, bem como as fémeas de 60 dias dos grupos vacina e
Polyl:C apresentaram maior nimero de cruzamentos quando comparadas ao grupo controle:
[F(2.25) = 2.468, p<0,01] e [F(2,20) = 8.222, p<0,05], respectivamente. Tal dado sugere uma uma
maior locomocgdo das fémeas destes grupos entre os ambientes familiar e ndo familiar,
indicando uma maior capacidade exploratoria dos animais. As fémeas de 60 dias do grupo
controle ndo permaneceram mais tempo em um ambiente especificamente, 0 que pode estar

relacionado a um possivel prejuizo olfatorio das ratas.
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Figura 6: Representacdo dos parametros avaliados no teste de discriminacdo olfatéria da prole jovem e adulta, de
fémeas cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl: C durante a gestagdo. Figuras 6A e
6B retratam o tempo gasto no ambiente familiar e ndo familiar pela prole e as Figuras 6C e 6D representam o
namero de cruzamentos realizado pelas ratas fémeas aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente. Os valores foram
expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=10.
*diferente do grupo controle; # diferente do seu respectivo grupo comparando o ambiente familiar e ndo familiar
nos animais do mesmo género. Fonte: Autor, 2019.
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A Figura 7 aponta os parametros avaliados no teste de discriminacéo olfatoria, bem
como o numero de cruzamentos da prole de machos aos 30 dias (Fig. 7A e 7C) e 60 dias (Fig.
7B e 7D), respectivamente, cujas mées receberam os tratamentos salina, vacina (HIN1) ou

Polyl:C durante a gestacao.

A Figura 7A demonstra que houve diferenca significativa entre o tempo de
permanéncia no ambiente familiar e ndo familiar para os ratos machos de 30 dias dos grupos
controle, vacina e Polyl:C [F(148) = 125.9, p <0,01], os quais gastaram mais tempo no ambiente
familiar quando comparado ao ndo familiar. Para os ratos machos de 60 dias, conforme Figura
7B, também houve diferenca significativa entre o tempo de permanéncia no ambiente familiar
e ndo familiar para todos os grupos avaliados [F(1,52)=102.6, p<0,01], indicando uma mudanca
de comportamento nos animais adultos, 0s quais permaneceram mais tempo no ambiente ndo
familiar, o que pode ser considerado um parametro comportamental padréo (exploratorio) de

roedores.

As Figura 7C e 7D apontam uma diferenca significativa quanto ao nimero de
cruzamentos para os ratos machos de 30 dias do grupo vacina [F(2.24) = 2.728, p<0,05] (Fig.
7C) e os machos de 60 dias do grupo Polyl:C [F(2.24) = 3.674, p<0,05] (Fig. 7D), os quais
apresentaram maior locomocao quando comparados ao grupo controle, sugerindo maior carater
exploratério destes animais. Convém ressaltar que os machos de 60 dias do grupo Polyl:C
apresentaram maior nimero de cruzamentos e gastaram mais tempo no ambiente ndo familiar,
0 que pode estar relacionado a atividade locomotora alterada nos animais adultos do grupo
Polyl:C.
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Figura 7: Representacéo dos parametros avaliados no teste de discriminacdo olfatdria da prole jovem e adulta de
machos cujas mées receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl: C durante a gestacdo. Figuras 7A
e 7B retratam o tempo gasto no ambiente familiar e ndo familiar pela prole e as Figuras 7C e 7D representam o
namero de cruzamentos (crossing) realizado pelos ratos machos aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente. Os
valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores
de p<0,05, n=10. *diferente do grupo controle; # diferente do seu respectivo grupo comparando o ambiente
familiar e ndo familiar nos animais do mesmo género. Fonte: Autor, 2019.

5.1.4 Inibicdo por Pré-Pulso do Reflexo de Sobressalto (1PP)

A Figura 8 retrata os resultados da funcdo sensério-motora, a partir do teste IPP, das
ratas fémeas de 30 e 60 dias (Fig. 8A e 8B) e dos ratos machos de 30 e 60 dias (Fig. 8C e 8D),
cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. De
acordo com a Figura 8A e 8B, respectivamente, ndo houve diferenca significativa para as
fémeas de 30 dias (Fig. 8A): 65 dB [F(2,24) = 1.233, p=0,309], 70 dB [F(2,24)= 15.163, p<0,09]
e 75 dB [F(2,24) = 1.703, p=0,755] e para as fémeas de 60 dias (Fig. 8B): 65dB [F(2,19) = 1.562,
p=0,236], 70 dB [F(2,18) = 8.726, p=0,07] e 75 dB [F(2,20) = 1.992, p=0,163] no perfil sensorio-

motor.

A Figura 8C demonstra que nenhuma diferencga estatistica foi observada para os ratos
machos de 30 dias nas trés intensidades testadas: 65dB [F (2,24) = 0,304 p =0,741], 70 dB [F(2,24)
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=0,365; p=0,698] e 75 dB [F(222) = 1,468 p=0,252]. Todavia, para os ratos machos de 60 dias
do grupo vacina, conforme a Figura 8D, houve diferenca significativa nas trés intensidades
avaliadas: 65dB [F (222) = 12.974, p <0,01], 70dB [F (2,20) = 7.740, p <0,01] € 75dB [F (2,17) =
12.366, p <0,01]. Em geral, os machos de 60 dias do grupo vacina apresentaram um aumento
no percentual de IPP quando comparados ao grupo controle, sugerindo um bom desempenho

cognitivo destes animais adultos.
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Figura 8: Funcdo sensério-motora, a partir do teste de IPP, na prole fémea (Fig. 8A e 8B) e de machos (Fig. 8C e
8D) aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou
Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados significativos
valores de p<0,05, n=10. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2019.

5.2 Analises Bioquimicas

5.2.1 Niveis Cerebrais de Citocinas

A Figura 9 apresenta os resultados referentes aos niveis cerebrais de citocinas pro-
inflamatorias, IL-1B (Fig. 9A ¢ 9B) ¢ TNFa (Fig. 9C e 9D), nas ratas fémeas de 30 e 60 dias,
respectivamente, cujas mées foram tratadas com salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a

gestacdo. Para as fémeas de 30 dias do grupo Polyl:C, se observou uma diferenca significativa
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nos niveis de IL-1B no BO [F(2,9) = 439.880, p<0,01] e estriado [F(29) = 5.632, p<0,05], pois
houve um aumento dessa citocina pré-inflamatoria nestas estruturas cerebrais (Fig. 9A).
Também se verificou maiores concentracdes de TNFa no estriado das ratas fémeas de 60 dias
do grupo Polyl:C [F(2,12) = 0.793, p<0,05], revelando um aumento da inflamag&o nessa regido
cerebral (Fig. 9D).
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Figura 9: Andlise dos niveis de IL-1p (Fig. 9A e 9B) e de TNFa (Fig. 9C e 9D) nas estruturas cerebrais: BO,
cortex frontal, hipocampo e estriado da prole de fémeas aos 30 e 60 dias, cujas mdes receberam os tratamentos:
salina, Vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2019.

Na Figura 10 sdo apresentados 0s niveis cerebrais de citocinas pro-inflamatoras, IL-
1B (Fig. 10A e 10B) e TNFa (Fig. 10C e 10D), nos ratos machos de 30 e 60 dias,
respectivamente, cujas mées foram tratadas com salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a
gestacdo. Para os ratos machos de 30 dias do grupo Polyl:C (Fig. 10A) se observou uma
diferenca estatistica para os niveis de IL-1B no cortex frontal [F(211) = 7.009, p<0,05],
hipocampo [F(2,13) = 2.291, p<0,05] e estriado [F(2,10) = 5.873, p<0,05], estruturas cerebrais
em que houve reducdo dos niveis desta citocina pré-inflamatoria quando comparado ao grupo

controle. De modo similar, houve uma diminuicdo nas concentragdes de IL-1p no cortex
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cerebral [F(2,11) = 7.009, p<0,05] de ratos machos de 30 dias do grupo vacina (Fig. 10A). Ainda
se verificou um aumento nos niveis de TNFa no cortex cerebral [F(212) = 3.588, p<0,05] de
ratos machos de 30 dias do grupo Polyl:C (Fig. 10C), o que indica uma neuroinflamacéo, ao

menos nessa area cerebral, nestes animais jovens.

Para os ratos machos de 60 dias do grupo vacina, a Figura 10B demonstra que houve
uma diferenga significativa nos niveis de IL-1p no BO [F(2,12) = 3.965, p<0,05], cortex frontal
[F(2,9) =4.119, p<0,05] e estriado [F(2,11) = 3.258, p<0,05] dos animais adultos, apontando uma
diminuicdo nos niveis desta citocina pré-inflamatoria nas trés estruturas cerebrais avaliadas

quando comparado ao grupo controle.
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Figura 10: Analise dos niveis de IL-1f (Fig. 10A e 10B) e de TNFa (Fig. 10C e 10D) nas estruturas cerebrais:
BO, cértex frontal, hipocampo e estriado da prole de machos aos 30 e 60 dias, cujas maes receberam o0s
tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram expressos como média +
EPM, sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2019.

Os dados das citocinas anti-inflamatorias estdo representados na Figura 11, a qual
aponta os niveis de IL-4 (Fig. 11A e 11B) e de IL-10 (Fig. 11C e 11D) nas ratas fémeas de 30
e 60 dias, respectivamente, cujas maes receberam salina, vacina (HIN1) ou Polyl:C durante a
gestacdo. Em geral, houve uma diferenca estatistica nos niveis de IL-4 hipocampal [F(2,14) =
5.488, p<0,05] apenas para as ratas fémeas de 60 dias do grupo vacina (Fig. 11B) quando
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comparado ao grupo controle, uma vez que houve aumento nos niveis desta citocina anti-
inflamatoria. As ratas fémeas de 30 dias do grupo vacina também apresentaram um aumento
nas concentracdes de 1L-10 [F(2,12) = 5.964, p<0,05] no cortex frontal, conforme ilustrado na
Figura 11C. Nas fémeas de 60 dias (Fig. 11D), nesta mesma estrutura cerebral, foi observada
uma diminuicdo nos niveis de IL-10 para 0s animais dos grupos vacina e Polyl:C [F(2,9) = 7.103,
p<0,05].
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Figura 11: Analise dos niveis de IL-4 (Fig. 11A e 11B) e de IL-10 (Fig. 11C e 11D) nas estruturas cerebrais: BO,
cortex frontal, hipocampo e estriado da prole de fémeas aos 30 e 60 dias, cujas mées receberam os tratamentos:
salina, vacina HIN1 ou Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2019.

A Figura 12 retrata as concentracgdes cerebrais de I1L-4 (Fig. 12A e 12B) e I1L-10 (Fig.
12C e 12D) nos ratos machos de 30 e 60 dias, respectivamente, cujas mées foram tratadas com
salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestagcdo. Conforme apontado na Figura 12C houve
diferenca estatistica para os machos de 30 dias quanto aos niveis de 1L-10, os quais diminuiram
nos animais dos grupos vacina e Polyl:C, respectivamente, no BO [F(2,14) = 3.514, p<0,05] e
cortex cerebral [F(2,12) = 8.350, p<0,05].

Para os ratos machos de 60 dias, a Figura 12B indica uma redugéo significativa nos
niveis de IL-4 no cortex frontal [F(2,13) = 6,766 p<0,05] e estriado [F(2,14) = 6.714, p<0,05] dos
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animais do grupo Polyl:C. Também se observou uma diminuigdo nos niveis de 1L-4 [F(2,14) =
6.714, p<0,05] e IL-10 [F(28) = 4.678, p<0,05], porém apenas no estriado, de ratos machos

adultos do grupo vacina em relacéo ao grupo controle.
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Figura 12: Anélise dos niveis de IL-4 (Fig. 12A e 12B) e de IL-10 (Fig. 12C e 12D) nas estruturas cerebrais: BO,
cortex frontal, hipocampo e estriado da prole de machos aos 30 e 60 dias, cujas maes receberam os tratamentos:
salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo Os valores foram expressos como média + EPM, sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2019.

5.3 Resumo dos resultados comportamentais e neuroquimicos dos animais

As Tabelas 1 e 2 apresentam o resumo dos resultados obtidos nos testes
comportamentais de atividade locomotora (AL), Splash test, discriminacdo olfatéria (DO) e
IPP, bem como dos niveis de citocinas nas estruturas cerebrais, bulbo olfatério (B), cortex
frontal (C), hipocampo (H) e estriado (E) das ratas fémeas (Tabela 1) e dos ratos machos (Tabela
2) de 30 e 60 dias.
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Tabela 1: Resumo dos resultados dos testes comportamentais (AL, Splash test, DO e IPP) e
das citocinas nas estruturas cerebrais B, C, H e E de ratas femeas de 30 e 60 dias.

FEMEAS AL Splash DO IPP IL-1B TNFa IL-4 IL-10
c[L|T Ja [F[n[c|es[70]7s|B[c|A]E [B]c|[H]E[B]C|R]E|B]C[H]E

Controle ¢ 30 dias 1
Controle ¢ 60 dias
Vacina 2 30 dias T T T
Vacina @ 60 dias || | | T 17 1 1
Polyl:C 2 30 dias T T 1
Poly:¢| 2 60 dias T 17 1 i |

Lista de abreviaturas: atividade locomotora (AL), discriminacdo olfatéria (DO); C= cruzamentos; L=
levantamentos; F= familiar; NF= ndo familiar; 65, 70 e 75dB; bulbo olfatério (B), cértex frontal (C), hipocampo
(H) e estriado (E).

De acordo como os resultados comportamentais das ratas de 30 e 60 dias se observou
que as fémeas ndo foram capazes de reproduzir o0 modelo de AIM através da Polyl:C,
contrariamente aos animais machos. Quanto as citocinas, houve um aumento nos niveis de IL-
1B no BO e estriado das ratas fémeas de 30 e 60 dias, um aumento nas concentraces de TNF-
a no estriado de ratas fémeas de 60 dias, além de uma reducdo nos niveis de IL-10 no cértex
frontal de ratas de 30 dias do grupo Polyl:C. As ratas fémeas do grupo vacina de 60 dias
apresentaram aumento nas concentracdes de IL-4 no hipocampo e reducao de IL-10 no cértex

frontal, enquanto nas fémeas de 30 dias houve aumento nos niveis de IL-10.

Tabela 2: Resumo dos resultados dos testes comportamentais (AL, Splash test, DO e IPP) e
das citocinas nas estruturas cerebrais B, C, H e E de ratos machos de 30 e 60 dias.

MACHOS AL Splash DO IPP IL-1P TNFa IL-4 IL-10 |

5\ cJL |7 Ja |[FJnwJc]ss 7075 | JcJHJE |BJcJH]E[BJcJHJE[BJC]HTE]
‘| Controle = 30 dias 1

Controle £ 60 dias 1

Vacina & 30 dias T T T | 1l

Vacina & 60 dias | T T 1T | l |

Polyl:C £ 30 dias T L] 1 111

Polyl:C £ 60 dias | 1 1 T 17 ! ! L

Lista de abreviaturas: atividade locomotora (AL), discriminagdo olfatéria (DO); C= cruzamentos; L=
levantamentos; F= familiar; NF= ndo familiar; 65, 70 e 75dB; bulbo olfatério (B), cértex frontal (C), hipocampo
(H) e estriado (E).

Os achados ainda sugerem que a prole de machos adulta (60 dias) demonstrou uma
melhor resposta em mimetizar o modelo animal de AIM (Tabela 2). A Polyl:C administrada
nas mées induziu hiperlocomocéo e um comportamento tipo-depressivo na prole de machos
adultos e foi capaz de reduzir os niveis de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) em

diversas estruturas cerebrais da prole de machos, particularmente, no BO e cortex frontal de
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ratos de 30 dias; cortex frontal e estriado de machos de 60 dias. A Polyl:C também aumentou
as concentracdes de TNF-a no cortex frontal de ratos machos de 60 dias.

Os ratos machos de 60 dias do grupo vacina demonstraram um aumento no percentual
de IPP (65, 70 e 75dB), sugerindo que a vacinacdo materna com HIN1 pode ter melhorado a
fungéo cognitiva destes animais. Todavia, de modo geral, o presente estudo nédo verificou um
melhor desempenho comportamental nos testes avaliados para a prole adulta cujas mées

receberam a vacina.

Embora as citocinas pré-inflamatorias tenham respondido de modo diferente em
machos e fémeas de 30 e 60 dias, em resumo, a prole exibiu redugdo nas citocinas anti-
inflamatorias, o que confirma a influencia da AIM (Polyl:C) na vida pés-natal, tanto em
parametros neuroquimicos como comportamentais, particularmente nos machos. Esta bem
descrito que AIM via Polyl:C é capaz de gerar neuroinflamacéo, desse modo, pode-se salientar
que as estruturas cerebrais cortex frontal e estriado parecem ter sido as mais vulneraveis ao
efeito da Polyl:C materna, visto que tais regides mostraram respostas imunes mais expressivas

na prole jovem-adulta.

Para as citocinas pro e anti-inflamatorias na prole de fémeas e machos jovem-adulta
de maes vacinadas com H1N1 também ndo se encontrou um padrdo 6bvio para tais marcadores,
0s quais mostraram diferentes respostas entre machos e fémeas aos 30 e 60 dias, sendo que as
principais alteracbes inflamatorias foram observadas novamente no cortex frontal e estriado.
Diante de tudo, torna-se evidente que as citocinas sofrem importantes alteracGes na vida pos-
natal e, possivelmente, a vacinacdo materna regula os niveis desses marcadores, 0s quais

parecem ser influencidos pela idade, género e estrutura cerebral avaliada na prole.
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6 DISCUSSAO

Estudos sugerem que a injecdo pré-natal de Polyl:C induz a hiperfuncéo
dopaminérgica subcortical e o0 comprometimento cognitivo na prole, representando um modelo
neurodesenvolvimental de esquizofrenia em roedores (Macedo et al., 2012; Ozawa et al., 2006).
Desse modo, estad bem consolidado que a exposi¢do pré-natal a infecgdo constitui um importante
fator de risco para a esquizofrenia (Hadar et al., 2015; Reisinger et al., 2015) e, com base nestas
evidéncias, modelos de AIM como a Polyl:C tém sido utilizados para mimetizar alteracdes
comportamentais e neuroquimicas da esquizofrenia em animais (Piontkewitz et al., 2012). O
presente estudo avaliou pardmetros comportamentais de atividade locomotora, comportamento
tipo-depressivo (splash teste), discriminacdo olfatdria e perfil sensério-motor (IPP), além dos
niveis cerebrais de citocinas na prole jovem (30 dias) e adulta (60 dias) de ratas Wistar
submetidas a AIM com Polyl:C ou a vacinacdo contra influenza A (HLN1) durante a fase

gestacional, considerando ainda os géneros: fémeas e machos.

A prole de ratos machos e fémeas de 30 e 60 dias cujas maes receberam os tratamentos:
salina, vacina (HIN1) e Polyl:C durante a gestacdo foi avaliada quanto aos parametros
comportamentais de atividade locomotora e exploratdria por meio do campo aberto. Por meio
deste teste, foi verificado que as fémeas de 60 dias do grupo vacina exibiram menor nimero de
cruzamentos e levantamentos quando comparadas ao grupo controle, indicando uma menor
atividade locomotora e exploratdria, respectivamente, das fémeas adultas. Moreno et al. (2011)
verificaram que ratos nascidos de mades infectadas pelo virus influenza na gestacéo
apresentaram déficits na atividade locomotora e exploratoria, 0 que parece corroborar ao menos
em parte, os achados do presente estudo, uma vez que Moreno et al. (2011) relacionam a
hipolocomocgdo como uma habituacdo anormal a um ambiente novo da prole de mées vacinadas
com a influenza. Por outro lado, Xia et al. (2014a,b) constataram um aumento na atividade
locomotora e no numero de levantamentos na prole jovem (28 dias) de camundongos C57BL/6J

cujas maes receberam vacina (H1IN1 A) inativada ou vacina influenza sazonal.

Por conseguinte, nenhuma alteracdo significativa no nimero de cruzamentos e
levantamentos foi observada nos ratos machos de 30 e 60 dias do grupo vacina. Klein e colegas
(2012) afirmam que os homens iniciam respostas humorais menos expressivas, manifestando
menos reacdes adversas as vacinas contra a gripe sazonal do que as mulheres, o que confirma
gue machos e fémeas respondem diferentemente as vacinas contra a gripe. Modelos animais

mostraram que a imunidade elevada apds a vacinacdo em fémeas conduz a uma maior protecéo
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cruzada contra novos virus da gripe em comparagdo aos machos. Em adi¢do, os horménios
esterdides sexuais, incluindo estradiol e testosterona, bem como as particularidades genéticas
entre 0os géneros pode desempenhar importante papel na modulacdo das diferencas sexuais
(Schwendener et al., 2009; Weinstock, 2007) quanto as respostas imunes tanto a infeccdo pelo

virus da gripe como a vacinagdo contra influenza (Klein et al., 2012).

Moreno et al. (2011) afirmam ser comum pacientes com esquizofrenia exibirem
agitacdo psicomotora como hiperatividade ou aumento dos movimentos estereotipicos (Powell
e Miyakawa, 2006). Adicionalmente, esta bem descrito que a ativacdo imune pré-natal via
Polyl:C pode desencadear transtornos neurodesenvolvimentais na prole jovem-adulta, inclusive
sintomas caracteristicos da esquizofrenia em modelos animais (Meyer e Feldon, 2012). No
presente estudo, os ratos machos de 60 dias do grupo Polyl:C apresentaram um aumento no
namero de cruzamentos, o que corresponde a uma hiperlocomocao dos animais adultos, achado
consistente as evidéncias acima relatadas. Resultado similar foi encontrado por Howland et al.
(2012), o qual observou que o tratamento materno com Polyl:C aumentou significativamente a
atividade locomotora na prole adulta. Para confirmar tais achados, Koshibu et al. (2004)
salientam que a Polyl:C pré-natal induz alteraces comportamentais na prole (sintomas
positivos, negativos e cognitivos) semelhantes as observadas na esquizofrenia, todavia,
reforcam que tais caracteristicas parecem ser totalmente manifestadas apenas na prole adulta, o
que condiz ao resultado obtido nesta pesquisa, em que o tratamento materno com Polyl:C

induziu hiperlocomocdo apenas nos ratos machos de 60 dias.

Além disso, em roedores, a fase pré-puberal também conhecida como periadolescéncia
pode ser avaliada no periodo p6s-natal entre os dias 28 e 35 de vida, ao passo que o dia 56 de
vida marca o inicio da fase pds-puberal (Koshibu et al., 2004). Baseado no fato de que 0s
sintomas da esquizofrenia geralmente iniciam no final da adolescéncia ou inicio da vida adulta,
investigar a prole jovem-adulta se torna relevante, pois fornece um meio valioso para avaliar 0s
efeitos da AIM durante o periodo pré-puberal (isto é, fase prodrémica), bem como na vida
adulta dos animais (Macedo et al., 2012).

Pode-se afirmar ainda que a inflamacéo no cérebro fetal ou neonatal é capaz de alterar
o0 desenvolvimento subsequentemente as fungdes cerebrais, o que pode estar implicado em
transtornos neurodesenvolvimentais (Hagberg et al., 2012). De modo geral, a exposi¢do
materna a Polyl:C pode induzir alteracdes cerebrais que afetam os processos neuronais (Li et
al., 2012) e, conforme observado neste estudo, podem ter contribuido para a hiperlocomocao

na prole adulta. AlteracGes nos sistemas de neurotransmissores, incluindo glutamato, GABA,
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serotonina e dopamina nos circuitos neuronais foram propostas para sustentar as mudancas
comportamentais ap6s a AIM (Meyer e Feldon, 2009). De fato, mudancas dindmicas no sistema
dopaminérgico nas areas estriatal e mesencéfalo, ap6s a AIM no inicio da gestacdo, estdo
relacionadas as alteracbes na atividade locomotora em camundongos jovem-adultos
(Vuillermot et al., 2010). No entanto, ainda ndo esta claro se estas mudancas na atividade
locomotora também séo causadas pelo processamento interrompido em circuitos do cortex pré-
frontal medial (Meyer e Feldon, 2009). E sabido que essa regido cerebral esta envolvida nas
respostas comportamentais, porém a AIM também se estende as areas estriais e limbicas (Meyer
e Feldon, 2009; Piontkewitz et al., 2012), o que demanda mais pesquisas que especifiquem as
semelhancas e distingdes entre 0s mecanismos neurobiolégicos subjacentes as consequéncias

cognitivas e comportamentais da AIM (Howland et al., 2012).

Yee et al. (2011) descrevem que o modelo de AlM, inicialmente desenvolvido como
um modelo neurodesenvolvimental para a esquizofrenia, parece ser relevante para o humor e /
ou transtornos afetivos como a depressédo. De fato, estudos realizados em camundongos
demonstram que a AIM via Polyl:C causou anormalidades comportamentais como a
diminuicdo da exploracdo ao campo aberto (Smith et al., 2007), menor interacdo social (Smith
et al., 2007; Bitanihirwe et al., 2010) e reducdo do consumo de sacarose pelos animais
(Bitanihirwe et al., 2010). Tais alteragdes s@o consistentes a0 comportamento tipo-ansioso-
depressivo e, diante disso, Yee et al. (2011) confirmam que a AIM pode ser estendida para além

do modelo de esquizofrenia.

Desta forma, neste estudo também foi avaliado um parametro comportamental tipo-
depressivo por meio do splash teste, o qual retrata o indice de autocuidado (grooming) dos
animais e, consequentemente, sintomas caracteristicos de depressdo em roedores. Os ratos
machos de 60 dias do grupo Polyl:C ndo demonstraram preocupac¢do com seu autocuidado, pois
exibiram diminuicdo no tempo total de limpeza e menor nimero de lambidas quando
comparados ao grupo controle. Tais achados indicam um comportamento tipo-depressivo na
prole de machos adultos cujas maes sofreram AIM (Polyl:C) e corroboram, em parte, ao estudo
conduzido por Babri et al. (2014), o qual avaliou o efeito da ativagdo pré-natal por LPS no
comportamento tipo-depressivo em duas linhagens de camundongos (NMRI swiss-type mice e
C57BL/6). A pesquisa verificou que a AIM foi capaz de mimetizar o comportamento de
depressdo na prole de camundongos NMRI swiss no teste nado forgado, porém néo alterou o

comportamento em camundongos C57BL/6 (Babri et al., 2014).
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Em adicdo, Enayati et al. (2012) demostraram que a exposi¢cdo materna ao LPS em
estagios tardios da gestacédo (15, 16 e 17 semanas) foi capaz de aumentar os niveis de depressao
(nado forcado) nos ratos machos na fase jovem (40 dias) e adulta (80 dias), diferindo, mas
também se assemelhando ao presente estudo, em que apenas os ratos adultos (60 dias) do grupo
Polyl:C apresentaram comportamento tipo-depressivo. Este achado converge as evidéncias
apontadas por Weinstock (2007), o qual confirma que a presenca de um agente estressor na fase
gestacional, como a infeccdo materna, é capaz de comprometer o desenvolvimento do sistema
limbico e do eixo HPA fetal, resultando em comportamento tipo-depressivo, além de

desencadear déficits de aprendizagem e atencéo na vida jovem-tardia da prole.

Convém ressaltar que nao foi observado alteracdo no indice de autocuidado e, portanto,
qualquer sintoma tipo-depressivo nas ratas fémeas de 30 e 60 dias dos grupos vacina e Polyl:C.
Todavia, os dados do presente estudo quanto ao comportamento tipo-depressivo e género
divergem da literatura, uma vez que as fémeas quando comparadas aos machos, mostram maior
gravidade no comportamento tipo-depressivo com o aumento da idade (Salari et al., 2010;
Enayati et al., 2012). Weinstock (2007) salienta que estas caracteristicas podem variar conforme
género, intensidade e momento em que as maes sofrem o estresse pré-natal e ainda dependem
dos testes comportamentais avaliados na prole. Ademais, 0s machos parecem ser mais
vulneraveis ao estresse pré-natal, o que implica em déficits cognitivos na vida tardia, enquanto
as fémeas s@o mais propensas ao desenvolvimento de transtornos afetivos quando expostas ao
estresse pds-natal ou ao estresse no decorrer da vida (Weinstock, 2007). Ademais, evidéncias
sugerem que o aumento da idade se correlaciona a um maior nivel de ansiedade e depressdo em
humanos e roedores (Genn et al., 2003; Schulz et al., 2007), o que condiz aos resultados
observados no splash teste, em que ratos machos adultos do grupo Polyl:C manifestaram

comportamento tipo-depressivo.

A presente pesquisa também verificou que os animais machos de 30 dias do grupo
vacina apresentaram um maior tempo total de limpeza em relagdo ao grupo controle, sugerindo
uma preocupacdo com seu autocuidado. Em contrapartida, os animais machos de 60 dias do
grupo vacina exibiram uma diminuicdo no numero de lambidas e, portanto, um possivel
comportamento tipo-depressivo. E sabido que o estresse materno, particularmente, aumenta os
niveis de corticosterona e diminui a testosterona no cérebro-fetal de machos e altera a atividade
das catecolaminas no cérebro das fémeas. Neste sentido, os géneros podem diferir quanto a

sensibilidade das areas cerebrais em desenvolvimento e aos hormdnios sexuais e do estresse
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(Weinstock, 2007; Schwendener et al., 2009), manifestando diferentes respostas mediante a

exposicdo de uma mesma situagéo estressora.

De fato, Schwendener et al. (2009) apontam um aumento do comportamento
relacionado ao medo na prole adulta de fémeas, mas ndo nos animais machos (camundongos
C57BL/6). Ainda, a Polyl:C é capaz de alterar o comportamento p6s-natal materno, em especial
0 cuidado das maes para com a prole apds 0 nascimento. Schwendener et al. (2009) sugerem
que o comportamento de medo nas fémeas esta relacionado ao fato destas serem mais sensiveis
as influéncias negativas no cuidado materno, o qual desencadeou um estresse pds-natal nestes
animais em comparagdo aos machos. Consistente a estes achados, Weinstock (2007) observou
que o comportamento de ansiedade, medo e depressao se apresenta mais intenso na vida tardia
de ratas fémeas estressadas logo apds o nascimento que nos machos. Os animais machos cujas
mées foram expostas a agentes estressores na fase gestacional apresentam mais déficits no
desempenho cognitivo quando comparado as fémeas. Estes achados indicam que 0s machos sao
mais vulnerdveis ao estresse pré-natal, enquanto as fémeas sdo mais propensas ao
desenvolvimento de transtornos afetivos quando expostas ao estresse pés-natal ou no decorrer
da vida (Weinstock, 2007). No presente estudo, ndo foi realizada comparacdo estatistica entre
machos e fémeas, porém foi perceptivel que os machos tiveram uma melhor resposta em
mimetizar o modelo animal de AIM, uma vez que os resultados obtidos nos testes campo aberto
e splash mostraram, respectivamente, uma hiperlocomog¢do e um comportamento tipo-

depressivo nos ratos machos adultos (60 dias) do grupo Polyl:C.

No teste de discriminacéo olfatoria foi observado que os animais fémeas e machos de
30 dias dos grupos controle, vacina e Polyl:C permaneceram mais tempo no ambiente familiar.
Na vida adulta (60 dias), as fémeas, com excecao do grupo controle, bem como os ratos machos
de todos 0s grupos apresentaram mudanca comportamental, visto que gastaram mais tempo no
ambiente ndo familiar. Este tipo de comportamento pode ser considerado normal para 0s
animais do grupo controle e, possivelmente, para os animais do grupo vacina, devido ao padréo
exploratorio de roedores. Segundo Prediger et al. (2005a,b) os animais sao capazes de distinguir
0 odor do compartimento familiar e ndo familiar, sendo geralmente comum gastarem mais
tempo no ambiente familiar, uma vez que preferem seu préprio odor. Todavia, sabe-se que 0s
roedores tém carater exploratdrio, assim, a exploracdo do ambiente ndo familiar também pode
ser considerada um comportamento padrdo dos animais. Em contrapartida, o tempo de
permanéncia semelhante em ambos os ambientes familiar e ndo familiar, como ocorreu com as

fémeas de 60 dias do grupo controle, esta associado ao prejuizo no déficit olfatério, visto que



53

neste caso, 0s animais ndo optam por permanecer mais tempo em um dos dois compartimentos
(Prediger et al., 2005a,b).

Diante do achado obtido para as ratas fémeas adultas do grupo controle cujas mées
receberam o tratamento (solucdo salina) durante a gestacdo, algumas hipoteses poderiam
explicar tal dado: fatores como a manipulacdo e a prépria injecao das maes, o local de realizago
do teste comportamental com a prole, além do género dos animais devem ser considerados,
uma vez que machos e fémeas podem responder de forma diferente a0 mesmo estimulo
materno, apesar de ser no grupo controle. Tudo isso pode ter desencadeado uma resposta
adversa na vida pos-natal da prole controle e, assim, interferir no desempenho comportamental
(fungdes olfativas) em particular nas fémeas, 0 que pode ao menos em parte, justificar o

provavel déficit olfatorio encontrado nestas ratas, incluindo os possiveis erros experimentais.

As fémeas e machos de 30 e 60 dias do grupo Polyl:C permaneceram mais tempo em
um dos ambientes, ndo demonstrando prejuizo olfatério, o que contraria dados da literatura, a
qual aponta que ratos neonatos cujas mdes foram expostas a AIM por LPS apresentaram
deficiéncia no comportamento olfatério na busca de um novo ambiente e na aprendizagem
associativa ao odor (Baharnoori et al., 2012). Ademais, Liu et al. (2013) confirmam uma
discriminacdo olfatéria comprometida na prole adulta de mées expostas a AIM por Polyl:C e
reforcam que esse déficit pode ser considerado um biomarcador para a esquizofrenia. Quando
avaliado o parédmetro “cruzamentos”, tanto as fémeas como os machos de 60 dias do grupo
Polyl:C, demonstraram um aumento no numero de cruzamentos, indicando uma

hiperlocomocao destes animais.

As fémeas e machos de 60 dias do grupo vacina gastaram mais tempo no ambiente ndo
familiar que no familiar, comprovando uma alteracdo neste parametro comportamental e uma
maior atividade exploratoria dos animais na vida adulta. As fémeas de 30 e 60 dias, bem como
os machos de 30 dias do grupo vacina demonstraram um aumento no nimero de cruzamentos
qguando comparados ao grupo controle, 0 que sugere uma maior locomocao destes animais, em

especial jovens, entre os ambientes familiar e ndo familiar.

Muitos estudos tém demonstrado que a IPP, uma medida da ativagdo sensorio-motora,
esta prejudicada na prole de ratos e camundongos tratados com Polyl:C durante a gravidez (Li
etal., 2009; Dickerson et al., 2010; Howland et al., 2012; Klein et al., 2013, Mattei et al., 2014).
Desse modo, este estudo investigou a IPP na prole de fémeas e machos aos 30 e 60 dias de vida
cujas mées foram tratadas com salina, vacina ou Polyl:C durante a gestacdo. De modo geral,

nenhuma alteracéo no perfil sensério-motor dos animais fémeas e machos de 30 e 60 dias do
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grupo Polyl:C foi observada, o que contraria em partes, evidéncias preliminares (Giovanoli et
al., 2016; Garay et al., 2013; Mattei et al., 2017; Meehan et al., 2017), as quais retratam uma
diminuicdo no percentual de IPP e, portanto, deficit no perfil sensorio-motor da prole de mées

tratadas com Polyl:C.

No entanto, estudo conduzido por Hadar et al. (2015) verificou que a AIM foi capaz
de prejudicar o perfil sensério-motor apenas na idade adulta tardia (100 dias), mas ndo durante
a idade jovem-adulta (35 e 60 dias) dos animais machos, o que se assemelha ao menos em parte,
aos resultados desta pesquisa cuja prole de machos aos 30 e 60 dias do grupo Polyl:C também

ndo apresentou alteracdo no percentual de IPP e, portanto, déficit cognitivo.

O tratamento pré-natal com LPS também levou a indugdo de um deficit
comportamental via IPP, o qual surgiu primeiro na puberdade e persistiu ao longo da vida adulta
(Romero et al., 2010). De fato, estd consolidado que a AIM, em particular a Polyl:C, pode
desencadear transtornos neurodesenvolvimentais na prole jovem-adulta, inclusive sintomas
caracteristicos da esquizofrenia em modelos animais (Meyer e Feldon, 2012). Assim, mudangas
na atividade locomotora, comportamentos relacionados as emoces (ansiedade, depressao) e as
funcBes cognitivas (IPP) sdo observadas no modelo animal de esquizofrenia, sendo fenotipos
comportamentais considerados critérios Uteis para modelos animais de transtornos psiquiatricos
(Jaaro-Peled et al., 2010).

E sabido que os déficits de bloqueio sensorial, conforme refletidos na IPP prejudicada,
constituem uma das principais caracteristicas da esquizofrenia (Braff et al., 2001). Sendo um
fendmeno de espécies cruzadas (Swerdlow et al., 2008), a IPP se mostrou anteriormente
interrompida em descendentes de Polyl:C na idade adulta em diversos estudos (Ozawa et al.,
2006; Meyer e Feldon, 2010; Mattei et al., 2014, 2017; Hadar et al., 2015), o que esta em
desacordo com a presente pesquisa cuja prole jovem-adulta do grupo Polyl:C ndo apresentou
dano cognitivo, segundo o teste de IPP. Uma hipdtese para explicar tal resultado poderia se
basear na idade dos animais (30 e 60 dias), apesar de estar bem descrito 0 dano cognitivo na
IPP em roedores adultos. Todavia, considerando que Hadar et al. (2015) observou que a AIM
foi capaz de prejudicar o perfil sensério-motor somente na idade adulta tardia (100 dias) dos

machos, o “fator idade” talvez possa ter impactado na resposta dos animais no presente estudo.

Por fim, um resultado interessante verificado nesta pesquisa foi que os ratos machos
de 60 dias do grupo vacina, para as trés intensidades avaliadas (65, 70 e 75dB), exibiram um
aumento significativo no percentual de IPP, sugerindo que a vacina pode ter melhorado a fungéo

cognitiva destes animais. De fato, evidéncias tém demonstrado que a vacinagao contra a gripe
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na fase pré-natal pode ser considerada uma estratégia eficaz, melhorando ou evitando os efeitos
deletérios causados pela AIM na vida pds-natal, em especial, na cognicdo (Kim et al., 2012;
Xia et al., 2014b). De modo geral, o presente estudo ndo verificou um melhor desempenho
comportamental da prole, machos ou fémeas, cujas maes receberam a vacina (H1N1) nos testes
atividade locomotora, splash e discriminacéo olfatdria. Por outro lado, este achado obtido para
os ratos machos de 60 dias na funcdo sensorio-motora se mostra relevante, uma vez que esta

em concordancia com a literatura.

Estudos referem que o comprometimento comportamental e cognitivo na vida jovem-
adulta da prole de mées expostas a AIM por meio da Polyl:C ou LPS esté relacionado a ativacdo
de citocinas (Meyer et al., 2006a,b; Garay et al., 2013), as quais influenciam processos
neuroguimicos e causam alteracdes morfoldgicas. Por tais motivos, este estudo avaliou 0s
niveis de citocinas (IL-1pB, TNF-a, IL-4 e 1L-10) nas estruturas cerebrais (BO, cortex frontal,
hipocampo e estriado) na prole jovem-adulta de ratas Wistar submetidas a vacinacdo contra
influenza A (H1N1) e comparou esses parametros na prole de ratas induzidas a infeccdo com

Polyl:C durante a gestacdo, considerando o género: ratos machos e fémeas.

Os resultados apontam um aumento nos niveis de IL-1p no BO e estriado das ratas+7
fémeas de 30 dias, bem como maiores concentracdes de IL-1p e TNF-a no estriado das fémeas
de 60 dias, alteracdes estas observadas no grupo Polyl:C. De modo contrério, para 0s animais
machos de 30 dias do grupo Polyl:C houve reducdo nos niveis de IL-1p no cortex frontal,
hipocampo e estriado, enquanto os niveis de TNF-o aumentaram no cortex frontal de machos
de 30 dias do grupo Polyl:C. Para as citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e I1L-10), de modo geral,
ndo foram verificadas alteracdes em seus niveis nas ratas fémeas de 30 e 60 dias do grupo
Polyl:C, exceto para as ratas fémeas de 60 dias, as quais apresentaram reducao nos niveis de
IL-10 no cértex frontal. Nos animais machos, em resumo, houve redugdo nos niveis destas
citocinas, tais como: diminuicdo nas concentracdes de IL-10 no BO e cértex frontal de ratos de
30 dias; niveis diminuidos de IL-4 no cértex frontal e estriado de machos de 60 dias e reducao
de IL-10 no estriado de ratos de 60 dias, todos animais do grupo Polyl:C.

Garay et al. (2013) avaliaram os niveis de citocinas (IL-1p, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-17, IFNy, TNFa) em soro e em regifes cerebrais (cortex frontal e cingulado e
hipocampo) da prole de machos e fémeas em diferentes idades de vida (0, 7, 14, 30 e 60 dias
de vida), cujas as mées foram expostas a AIM por meio da Polyl:C. O estudo verificou que a
maioria das citocinas inflamatdrias estdo presentes em soro e cérebro da prole ao longo do

desenvolvimento, sendo que a AIM induz mudancas nos niveis destas citocinas em cérebro e
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soro, as quais variam conforme a regido e a idade dos animais e seguem padrdes inesperados e
distintos na prole. Dentre os resultados, foi observado no cortex frontal e cingulado que diversas
citocinas, principalmente pro-inflamatdrias, se mostraram elevadas ao nascimento da prole (Dia
0), seguidas por niveis diminuidos durante os periodos de sinaptogénese e plasticidade (Dias
14 e 30) e novamente aumentaram na vida adulta (Dia 60). As citocinas também estavam
alteradas no hipocampo pés-natal, mas em um padrdo distinto das outras areas cerebrais (Garay
et al., 2013). Os achados acima, particularmente quanto a estrutura cerebral se mostraram
similares aos encontrados nesta pesquisa, uma vez que o cortex frontal seguido pelo estriado,

foi a regido cerebral que apresentou alteragBes nos niveis de citocinas pré e anti-inflamatdrias.

Doravante, ndo se sabe exatamente por quais motivos o cortex frontal e estriado foram
as estruturas mais susceptiveis as alteracdes inflamatorias neste estudo. Pesquisa conduzida por
Anjos et al. (2013) refere que fatores estressores maternos (infeccdo, deficiéncia nutricional)
podem afetar o desenvolvimento e a funcao estrutural do cérebro na vida pés-natal, inclusive o
cortex cerebral. Esta regido em humanos € pré-formada no Utero materno e continua seu
amadurecimento durante a vida p6s-natal através da rapida proliferacéo de células progenitoras.
Em torno de 2 anos de idade, ha sinaptogénese e plasticidade em larga escala e a reorganizacao
de redes neuronais no cortex permanece até a adolescéncia (Huttenlocher e Dabholkar, 1997).
Em roedores, tal formacdo ocorre similarmente, iniciando ap6s o 11° dia gestacional e
persistindo na fase pos-natal (McGarel et al., 2015). Em adi¢cdo, mudangas comportamentais,
por exemplo na atividade locomotora, parecem ser causadas pelo processamento interrompido
em circuitos do cortex pré-frontal medial (Meyer e Feldon, 2009), no entanto, anormalidades
induzidas pela AIM também envolvem éreas estriais (Piontkewitz et al., 2012). Sabendo-se que
a AIM via Polyl:C é capaz de gerar neuroinflamac&o, conforme evidenciado acima, convém
salientar que estruturas cerebrais como cortex frontal e estriado parecem ser consideralvemente
vulneraveis a alteracdes imune mediante a presenca de um fator estressor na fase gestacional
(Meyer e Feldon, 2009; Piontkewitz et al., 2012; Anjos et al., 2013).

Adicionalmente, os achados de Garay et al. (2013) podem ao menos em parte, explicar
os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que fatores como idade, género e regides
cerebrais dos animais devem ser considerados para justificar as diferencas observadas nos
niveis das citocinas estudadas. Dados desta pesquisa indicam que as citocinas I1L-4 e IL-10,
particularmente no cértex frontal e estriado, reduziram na prole de machos cujas méaes sofreram
AIM (Polyl:C), independentemente da idade dos animais, o que esta parcialmente de acordo

com os resultados de Garay et al. (2013), os quais demonstraram que a maioria das citocinas



57

diminuiu de modo significativo no cdrtex frontal, apesar do estudo acima afirmar que essa
reducdo acontece prioritariamente durante os periodos de plasticidade. Por outro lado, para as
citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B ¢ TNF-a), resultados diversos foram encontrados na prole,
variando conforme idade, género e estruturas cerebrais. No entanto, de certa forma, vale
ressaltar que houve um aumento da neuroinflamagéo na prole de mées tratadas com Polyl:C,
particularmente dos niveis de IL-1p no estriado das fémeas de 30 e 60 dias, além das
concentracdes aumentadas de TNF-a no estriado de fémeas de 60 dias e no cortex frontal de
machos de 30 dias. De fato, estudos tém elucidado que as concentracdes destes marcadores no
cérebro em desenvolvimento se alteram com a idade e algumas mudancas sao especificas de
determinada area cerebral, porém o mecanismo pelo qual isso ocorre permanece
incompreendido (Garay et al., 2013; Estes e McAllister, 2014; 2015).

Esta bem descrito que as concentragdes plasmaticas de citocinas maternas (TNF-a., IL-
10, IL-1B, IL-4 e IFN-B) se mostram aumentadas apos infecgdo durante a gravidez, 0 que pode
impactar o neurodesenvolvimento e contribuir para transtornos na prole, mas ndo séo
necessariamente suficientes para induzir mudancas comportamentais nestes descendentes
(Giovanoli et al., 2013; Ballendine et al., 2015; Choi et al., 2016; Money et al., 2017). Em
contrapartida, Gonzalez-Perez et al. (2012) mencionam que a maioria das citocinas pro-
inflamatérias compromete a neurogénese e, considerando que a AIM aumenta a liberagdo
destas, em especial IL-1p, IL-6 e TNF-a, ¢é possivel que a elevagdo destes marcadores na vida
jovem-adulta da prole desencadeie prejuizos neurogénicos e, consequentemente, alteracfes

comportamentais.

Neste estudo ndo foram avaliados parametros de neurogénese e, embora as citocinas
pré-inflamatorias tenham respondido de modo diferente em machos e fémeas de 30 e 60 dias,
de modo geral, a prole cujas mées receberam Polyl:C durante a gestacdo exibiu reducdo nas
citocinas anti-inflamatdrias. Ademais, para os testes comportamentais, os dados apontam em
especial, que a prole de machos adulta (60 dias) apresentou hiperlocomogdo e um
comportamento tipo-depressivo nos testes atividade locomotora e splash teste, respectivamente,
confirmando a influencia da AIM na vida p6s-natal da prole, o que também corrobora achados
de Koshibu et al. (2004) sobre o fato da Polyl:C pré-natal induzir alteragdes comportamentais

na prole apenas na vida adulta.

Diante disso, esta bem descrito que fatores estressores durante a gestacdo, como
infeccbes, podem comprometer a salde materna, o neurodesenvolvimento fetal e ainda

predispor o aparecimento de transtornos neurodesenvolvimentais na vida jovem-tardia da prole,
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como a esquizofrenia (Dammann et al., 2002). Assim, ativadores imunolégicos e inflamatdrios,
como IFN-y, LPS e Polyl:C induzidos por eventos estressores, especialmente em periodos
criticos (fase gestacional) e por acontecimentos diversos ao longo vida, ativam a microglia no
SNC e essa ativacdo tem sido associada as doencas cerebrais (Najjar et al., 2013). Estas
interagOes neurdnio-microglia podem levar a leséo e perda neuronal e, inclusive, ser um dos
fatores importantes na fisiopatologia dos transtornos psiquiétricos como a esquizofrenia (Monji
et al., 2009; Zhao et al., 2014; Réus et al., 2015).

Estudos suportam a ideia de que em determinada regido do cérebro, o perfil de
citocinas que é alterado na prole pela AIM difere conforme a idade. Essa resposta dindmica néo
deve ser inesperada, pois as citocinas regulam a expressao de diversos feedback positivos e
negativos para manter respostas imunes e o equilibrio homeostatico, desse modo, nédo
funcionam isoladamente, mas sim em redes complexas (Careaga et al., 2010; Giovanoli et al.,
2013; Arsenault et al., 2014). Garay et al. (2013), inclusive, ndo encontraram um padrao 6bvio
nas mudancas especificas por idade em termos de alternancia para as citocinas pré ou anti-
inflamatdrias e, portanto, salientam que essa classificacao é apenas parcialmente Util, uma vez
gue a maioria das citocinas pode ter acdo pré ou anti-inflamatéria, dependendo do contexto
celular onde atuam, dos efeitos bioldgicos e dos niveis de outras citocinas, o que faz com que
possam variar amplamente. Consistente a estes dados, os resultados do presente estudo
confirmam que as citocinas sdo de fato cronicamente alteradas na vida p6s-natal da prole de

maées tratadas com Polyl:C, porém parecem variar conforme os fatores anteriormente citados.

Embora a ativacdo imunoldgica pré-natal semelhante a virus per se possa nao causar
anormalidades gliais evidentes e a inflamagéo associada a alteragdes cerebrais na prole, sinais
de superativacdo microglial e exacerbacédo das citocinas inflamatorias em areas do SNC podem
ser induzidas na prole quando estdo adicionalmente expostas ao estresse da vida pos-natal
(Giovanoli et al., 2013). Além disso, a sensibilizacdo imune pré-natal com Polyl:C, por
exemplo, é capaz de aumentar significativamente a vulnerabilidade do cérebro da prole a
alteracdes imunes em resposta ao estresse, visto que os efeitos a longo prazo da AIM em
pardmetros inflamatorios podem ndo ser aparentes sob condi¢des basais, mas ser ativados
quando a prole for exposta a desafios ambientais, como estresse ou infecgdo aguda durante a
vida pos-natal (Krstic et al., 2012).

Neste estudo, a prole de fémeas jovem (30 dias) de mées vacinadas durante a gestacao
ndo exibiu alteragdes nos niveis das citocinas IL-1p ¢ TNF-a. Os ratos machos de 30 dias do

grupo vacina apresentaram niveis diminuidos de IL-1p no cortex frontal, enquanto os machos
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de 60 dias demonstraram reducao nas concentracdes de IL-1p no BO, cortex frontal e estriado.
Para a citocina IL-4, houve aumento em seus niveis no hipocampo de fémeas de 60 dias e
aumento nos niveis de I1L-10 no cortex frontal de fémeas de 30 dias do grupo Vacina, porém se
verificou uma reducdo dos niveis de IL-10 no cortex frontal de fémeas de 60 dias.
Contrariamente, nos animais machos de 60 dias houve reducdo nas concentragdes de I1L-4 no
estriado, bem como os niveis de IL-10 diminuiram no BO e cortex frontal de machos de 30 dias

e no estriado de machos de 60 dias do grupo vacina.

Estudo similar a esta pesquisa foi realizado por Xia et al. (2014b) e revelou um
aumento consideravel nas concentraces plasmaticas e hipocampais de citocinas anti-
inflamatorias (IL-2, IL-4 e IFN-y) e diminuic¢&o nos niveis de citocinas pro-inflamatérias (I1L-6
e TNF-a) na prole (7 dias de vida) de médes vacinadas com H1N1 na gravidez. Todavia,
nenhuma mudanca nas concentrac6es de IL-1p foram observadas em soro ou no hipocampo dos
animais avaliados. Em adicdo, Xia et al. (2014b) constataram um aumento da proliferagéo
celular, maior producéo de neurdnios e melhor memdria espacial na prole adulta de mées
vacinadas durante a gestacdo, sugerindo que 0s possiveis mecanismos de mediacdo do
desenvolvimento do cérebro pds-natal podem ser influenciados por alteracbes nos niveis de
citocinas e fatores de crescimento. Por fim, os autores reforgam que a teoria anteriormente
propagada de que a infeccdo materna ou AIM via vacinagéo resulta na inibicdo da neurogénese
e anormalidades comportamentais na prole (Zhao et al., 2008; French et al., 2013) foi
desmistificada pelos resultados do seu estudo, pois propdem que o estado imunologico materno
alterado pela vacinacdo pode contribuir para a neurogénese e, inclusive, melhorar a resposta
comportamental, diferentemente de relatos clinicos anteriores. Associado a isso, estudos
sugerem que o perfil especifico de cada citocina desempenha um papel critico na resposta imune
neuroprotetora (Butovsky et al., 2006; Xia et al., 2014b).

Contudo, para os resultados das citocinas pré e anti-inflamatorias da prole de fémeas
e machos de 30 e 60 dias cujas maes receberam vacina (HLN1) durante a gestacdo nesta
pesquisa, também ndo se encontrou um padrdo ébvio para tais marcadores. No entanto, diante
dos achados deste estudo, torna-se evidente que as citocinas sofrem importantes alteragdes na
vida pés-natal e, possivelmente, a vacinagdo materna regula os niveis desses marcadores, 0s
quais parecem ser influencidos pela idade, género e estrutura cerebral avaliada na prole,

conforme reportado anteriormente por Garay et al. (2013).

Embora os gatilhos gerados pela AIM, seja via Polyl:C ou através da vacinagdo com

H1N1 durante a fase gestacional, o perfil limitado das citocinas avaliadas no cérebro da prole
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ndo significa, per se, uma resposta inflamatoria classica (Harvey e Boksa, 2012; Glynn, 2011),
pois pouco se sabe sobre como estas formas de ativacdo imunoldgica alteram o
neurodesenvolvimento do cérebro. Uma hipdtese é que a AIM leva a mudangas duradouras na
expressao de moléculas imunes fundamentais para regular a conectividade e o funcionamento
neural na prole (Estes e McAllister, 2015). No entanto, 0 que parece de fato estar bem
consolidado é que os niveis de numerosas citocinas cerebrais sdo alterados ao longo do
desenvolvimento e na idade adulta da prole cujas maes foram expostas a AIM, porém se
modificam conforme a idade e ainda sdo especificos de determinada area cerebral (Estes e
McAllister, 2014; 2015; 2016).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo constatou que a prole de machos adulta (60 dias) de mées tratadas
com Polyl:C durante a gestacdo apresentou uma hiperlocomoc¢do e um comportamento tipo-
depressivo nos testes atividade locomotora e splash test, respectivamente, indicando que a
infecgdo pré-natal estd implicada nos transtornos neurodesenvolvimentais. Estes resultados
também sugerem que a prole de machos adulta demonstrou uma melhor resposta em mimetizar
0 modelo animal de AIM. A Polyl:C administrada nas maes foi capaz de reduzir os niveis de
citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), particularmente, no BO e cortex frontal de machos
de 30 dias; cortex frontal e estriado de ratos de 60 dias. Houve um aumento nos niveis de IL-
1B no BO e estriado das ratas fémeas de 30 e 60 dias, além de um aumento nas concentragdes
de TNF-a no estriado de fémeas de 60 dias e no cértex frontal de machos de 30 dias do grupo
Polyl:C. Embora as citocinas pré-inflamatorias tenham respondido de modo diferente em
machos e fémeas de 30 e 60 dias, a prole exibiu reducdo nas citocinas anti-inflamatérias, o que
confirma a influencia da AIM (Polyl:C) na vida pds-natal, tanto em pardmetros neuroquimicos
como comportamentais. Também convém salientar que o cortex frontal e o estriado parecem
ter sido as estruturas cerebrais mais vulneraveis ao efeito da Polyl:C materna, visto que

mostraram respostas imunes mais expressivas na prole jovem-adulta.

Os ratos machos de 60 dias do grupo vacina demonstraram um aumento no percentual
de IPP, sugerindo que a vacinacdo materna (HLN1) pode ter melhorado a funcdo cognitiva
destes animais. Todavia, o0 presente estudo ndo verificou um melhor desempenho
comportamental para a prole adulta cujas maes receberam a vacina, mas este achado na funcéo
sensoOrio-motora se mostrou relevante. Para as citocinas pro e anti-inflamatdrias na prole jovem-
adulta de fémeas e machos de mées vacinadas com H1N1 também ndo se encontrou um padréo
Obvio para tais marcadores, 0s quais mostraram diferentes respostas entre machos e fémeas aos
30 e 60 dias, sendo que as principais alteracdes inflamatorias foram observadas no cértex frontal
e estriado. Convém mencionar que as citocinas sofrem importantes alteragdes na vida pds-natal
e, possivelmente, a vacina¢do materna regula os niveis destas moléculas, as quais parecem ser

influencidas pela idade, género e estrutura cerebral avaliada na prole.

O cérebro em desenvolvimento é altamente susceptivel a agressdes ambientais, seja
via Polyl:C ou atraves da vacinacdo (H1N1) materna, 0 que aumenta o risco de transtornos
neuropsiquiatricos na prole. Neste sentido, os achados deste estudo confirmam a importante
associacao entre a imunizacdo pré-natal e o desenvolvimento cerebral alterado, o qual é capaz

de contribuir para alteragdes comportamentais em algum momento da vida da prole.
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prole de ratas Wistar vacinadas contra a Influenza A durante o periodo gestacional”,
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Zugno, junto a equipe: Tatiana Barichello, Ana Paula Moreira, Jaqueline da Silva
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Alexandra Stephanie Almeida Heylmann, Gustave Mastella, Louyse Sulzbach
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the following Project:

Project title: “Neurochemical and behavioral effects in the offspring of female rats
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