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RESUMO 

 

A ativação imune materna (AIM) durante a gravidez, em especial via PolyI:C, pode aumentar 

consideravelmente a incidência de transtornos neurodesenvolvimentais na prole, tais como a 

esquizofrenia, autismo, ansiedade e depressão. É sabido que as mulheres grávidas são 

consideradas o grupo de risco mais importante para a vacinação contra a gripe ou influenza 

(H1N1). No entanto, o uso da vacina contra a gripe neste grupo continua limitado, visto que os 

reais efeitos da imunização durante a gestação na saúde materno-fetal permanecem 

incompreendidos. Desse modo, este estudo investigou parâmetros comportamentais de 

discriminação olfatória, atividade locomotora, comportamento tipo-depressivo e perfil 

cognitivo, além dos níveis de citocinas na prole jovem-adulta de ratas Wistar submetidas à 

vacinação contra influenza A e comparou esses parâmetros na prole de ratas induzidas a 

infecção com PolyI:C durante a gestação. Ratas Wistar gestantes foram divididas em três 

grupos: 1) Grupo controle tratado com salina; 2) Grupo Vacina tratado com a Vacina contra 

influenza A (H1N1); 3) Grupo PolyI:C submetido a uma única injeção de PolyI:C. Todos os 

tratamentos foram administrados no 9º dia de gestação. Após o desmame, os filhotes machos e 

fêmeas de 30 e 60 dias foram agrupados conforme o tratamento materno e, ao atingir a 

respectiva idade, as proles foram submetidas aos testes comportamentais: discriminação 

olfatória, habituação ao campo aberto, splash teste e inibição por pré-pulso do reflexo de 

sobressalto (IPP). Após a realização destes, os animais foram decapitados e suas estruturas 

cerebrais, bulbo olfatório (BO), córtex frontal, hipocampo e estriado retiradas para análise dos 

níveis de citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 e IL-10). Os resultados apontam que a AIM por PolyI: 

C foi capaz de induzir hiperlocomoção e um comportamento tipo-depressivo na vida adulta (60 

dias) da prole de machos, indicando que a infecção pré-natal está implicada nos transtornos 

neurodesenvolvimentais. A PolyI: C administrada nas mães foi capaz de reduzir os níveis de 

citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10) em diversas estruturas cerebrais da prole de machos, 

particularmente, no BO e córtex frontal de ratos de 30 dias; córtex frontal e estriado de machos 

de 60 dias. Ainda, aumentou os níveis de IL-1β no BO e estriado das fêmeas de 30 e 60 dias, 

além de aumentar as concentrações de TNF-α no estriado de fêmeas de 60 dias e no córtex 

frontal de machos de 30 dias. Em resumo, a prole exibiu redução nas citocinas anti-

inflamatórias, o que confirma a influencia da AIM (PolyI:C) na vida pós-natal da prole, tanto 

em parâmetros neuroquímicos 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 

vacinação materna com H1N1 pode ter melhorado a função cognitiva destes animais. Para os 

resultados das citocinas pró e anti-inflamatórias da prole de fêmeas e machos de 30 e 60 dias 

cujas mães receberam vacina não se encontrou um padrão óbvio para tais marcadores, os quais 

mostraram diferentes respostas entre machos e fêmeas na idade jovem ou adulta. Entretanto, 

torna-se evidente que as citocinas sofrem importantes alterações na vida pós-natal e, 

possivelmente, a vacinação materna regula os níveis desses marcadores, os quais parecem ser 

influencidos pela idade, gênero e estrutura cerebral avaliada na prole.  

 

 

Palavras-chaves: PolyI:C, vacina contra influenza A (H1N1), gestação, prole jovem-adulta, 

parâmetros comportamentais e neuroquímicos. 
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ABSTRACT 

 

 

Maternal immune activation (MIA) during pregnancy, especially via polyriboinosinic-

polyribocytidilic acid (PolyI: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 (H1N1). 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 PolyI: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) PolyI: C group, 

subjected to a single PolyI: 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-1β, TNF-α, IL-4 e 

IL-10). Overall, results indicate that PolyI:C was able to induce hyperlocomotion and 

depressive behavior in adult male offspring, confirming that the prenatal infection implicated 

in neurodevelopmental disorders. PolyI: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-1β in the striatum of 30 

and 60-day-old females, in addition to increasing TNF-α 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: PolyI:C, Influenza A (H1N1) vaccine, gestation, young adult offspring, behavioral 

and neurochemical parameters. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Ativação imune materna, saúde mental e citocinas na prole jovem-adulta  

 

O adequado desenvolvimento fetal durante a gestação é de suma importância, visto 

que a presença de algum fator estressor na fase pré-natal pode levar a sérias consequências ao 

longo da vida na prole (Nunes e Madhi, 2015; Bergdolt e Dunaevsky, 2018). De fato, evidências 

apontam que a infecção viral ou bacteriana durante o 1º ou 2º trimestre de gravidez está 

fortemente associada à predisposição de transtornos afetivos e psiquiátricos na prole (Boksa, 

2010; Jurgens et al., 2012).  

A etiologia dos transtornos neurodesenvolvimentais como esquizofrenia, autismo, 

ansiedade e depressão envolve alterações na formação cerebral (Brandon e Sawa, 2011), assim, 

eventos adversos no útero podem influenciar os processos críticos do desenvolvimento do 

cérebro dos filhos e predispor o aparecimento de doenças mentais na idade jovem-adulta 

(Brown, 2006). Um dos mais significativos fatores de risco ambientais para a esquizofrenia é a 

infecção no 1º (Brown, 2006; Brown et al., 2007) e 2º trimestre de gestação (Clarke et al., 2006), 

a qual pode afetar o desenvolvimento cerebral, devido a liberação de hormônios relacionados 

ao estresse, hipóxia, hipertermia ou desnutrição e desencadear, por conseguinte, o aumento de 

citocinas pró-inflamatórias na mãe, placenta e no feto (Patterson, 2007). 

Deste modo, a infecção pré-natal por vírus ou bactéria e, consequentemente, a ativação 

imune materna (AIM) contribui para alterações na neurogênese materno-fetal, na mielinização 

fetal e está diretamente envolvida na patogênese de transtornos neurodesenvolvimentais na 

prole, em especial a esquizofrenia e o autismo (Liu et al., 2013), além de ansiedade e depressão 

(Babri et al., 2014). Com base nisso, modelos animais de AIM têm sido estabelecidos a fim de 

demonstrar a relação entre infecção materna e transtornos psiquiátricos. Déficits relacionados 

a estes transtornos são observados na prole adulta de modelos animais, incluindo alterações 

comportamentais (atividade locomotora e inibição do reflexo de sobressalto), anormalidades 

em regiões cerebrais e o desequilíbrio em sistemas de neurotransmissores (Li et al., 2014). 

Sabe-se que há dois modelos animais de infecção pré-natal induzidos por lipopolissacarídeo 

(LPS) ou ácido poliriboinosínico-poliribocítidílico (polyriboinosinic-polyribocytidilic = 

PolyI: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 PolyI:C se caracteriza como um análogo sintético de cadeia dupla de RNA que leva 

à produção pronunciada, mas por tempo limitado de citocinas pró-inflamatórias e estimula 

reações fisiológicas induzidas por infecção viral sendo, por este motivo, amplamente usada para 

mimetizar a AIM em modelos animais (Majde, 2000; Alexopoulou, 2011). Baseado no fato de 

que a exposição pré-natal à infecção constitui um fator de risco para a esquizofrenia, a PolyI:C 

tem sido empregada no 9º dia de gestação em roedores, o qual equivale ao 1º trimestre de 

gravidez em humanos, como um modelo neurodesenvolvimental de AIM capaz de induzir 

anormalidades comportamentais, neuroquímicas e cerebrais características da esquizofrenia na 

prole adulta, podendo ainda impactar na saúde 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 administração de PolyI:C em ratas Wistar durante a gravidez tem 

levado ao comprometimento da prole, indicando um efeito transplacentário da AIM no feto em 

desenvolvimento (Boksa, 2010; Meyer e Feldon, 2012). De qualquer forma, ambas as infecções 

por LPS e PolyI:C, aumentam a liberação de citocinas pró-inflamatórias na mãe (placenta e 

líquido amniótico) e no cérebro do feto, sendo que a PolyI:C ainda induz uma resposta aguda a 

infecções virais, aumentando consideravelmente a liberação de interferons (IFN): IFNα e IFNγ 

(Winter et al., 2009). Desse modo, pelo fato das citocinas direcionarem a resposta imune inata, 

foi atribuído a estas o papel de candidatas à interrupção do desenvolvimento cérebro-fetal 

(Smith et al., 2007; Reisinger et al., 2015). 

As citocinas são peptídeos produzidos e liberados por inúmeros tipos de células no 

sítio da lesão, bem como por células do sistema imunológico, através da ativação de 

proteinoquinases ativadas por mitógenos (De Oliveira et al., 2011), sendo capazes de interferir 

no metabolismo de neurotransmissores, nas atividades neuroendócrina e neuronal, na regulação 

do crescimento e da proliferação das células da glia (Hava et al., 2006). Em geral, as citocinas 

atuam no organismo a fim de combater diversos patógenos, sendo que no sistema imune 

reconhecem partículas invasoras e ainda participam de respostas adaptativas ou reações 

homeostáticas (Avitsur e Yirmiya, 1999; Aderem e Ulevitch, 2000). Estes peptídeos estão 

envolvidos tanto na resposta imune como na mediação de vários eventos do SNC, tendo uma 

ação imuno-reguladora vital nas funções e sobrevivência neuronal (Vizi e Kiss, 1998). 

Deste modo, a ativação das citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose 

tumoral (TNF-α), a interleucina-1β (IL-1β) e a interleucina-6 (IL-6) pode estar associada à 

infecção intra-uterina, parto prematuro, infecções neonatais, deficiência nutricional materna e 

dano cerebral neonatal. No cérebro, essas proteínas são expressas nas células gliais e nos 

neurônios. Em adição à sua função na resposta imune, estes mediadores modulam a função e o 
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desenvolvimento neuronal, representando um papel crucial no neurodesenvolvimento (Hava et 

al., 2006). As citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α são consideradas pró-inflamatórias pelo fato de 

aumentar a resposta imunitária à infecção e inflamação, por promover o recrutamento de 

leucócitos até os locais de inflamação e/ou pela ativação inflamatória celular (Potvin et al., 

2008). O TNF-α está envolvido na regulação do crescimento dos neuritos (Golan et al., 2004), 

afeta a sobrevivência neuronal (Barker et al., 2001) e regula a expressão do receptor AMPA 

(Beattie et al., 2002). A IL-1β e o TNF-α também estão relacionados à regulação da plasticidade 

sináptica (Butler et al., 2004). As citocinas anti-inflamatórias, IL-4 e IL-10, se destacam por 

contribuir para atenuar a resposta imune e inflamatória (Potvin et al., 2008), enquanto o fator 

de transformação de crescimento-beta (TGF-β) é considerado umas das citocinas mais 

importantes para o crescimento celular, diferenciação e regulação da função imune (Graciarena 

et al., 2010).  

Em resumo, as citocinas regulam a inflamação e coordenam as respostas inata e 

adaptativa do sistema imunológico (Miller et al., 2011; Müller et al., 2015), sendo importantes 

mediadores da comunicação entre o SNC e o sistema imune, o que pode ter implicações para a 

psiquiatria clínica (Kapczinski et al., 2010, 2011). É sabido que fatores estressores durante a 

gestação, como a presença de infecções, deficiência de nutrientes e uso de drogas, aumentam o 

risco de parto prematuro, podem comprometer a saúde materna, o neurodesenvolvimento do 

feto e predispor o aparecimento de transtornos psiquiátricos (esquizofrenia, depressão, 

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 imunológicos e inflamatórios, tais 

como PolyI:C, IFN-γ e LPS quando administrados em períodos críticos, como na fase 

gestacional, ativam a microglia no sistema nervoso central (SNC), gerando uma 

neuroinflamação (Kapczinski et al., 2011; Kunz et al., 2011).   

A ativação microglial tem sido associada aos transtornos psiquiátricos (Najjar et al., 

2013), visto que a microglia é uma célula imune residente do SNC ativada em resposta à lesão 

cerebral (Stertz et al., 2013). Assim, a ativação da microglia libera citocinas pró-inflamatórias 

e radicais livres que podem causar degeneração neuronal, anormalidades na substância branca 

e diminuição da neurogênese materna e fetal. Esta interação, neurônio-microglia, pode levar a 

lesão e perda neuronal, sendo inclusive um importante fator envolvido na fisiopatologia dos 

transtornos neurodesenvolvimetais (Monji et al., 2009; Zhao et al., 2014; Réus et al., 2015). 

Está bem descrito que a administração de LPS ou PolyI:C leva à ativação da microglia 

e ainda induz a inflamação via fator de transcrição nuclear-κ B (NFkB) no cérebro do feto 

(Saadani-Makki et al., 2008; Lin et al., 2014). Como consequência da AIM, há um aumento da 



16 
 

inflamação no útero materno e a consequente perda de células precursoras de oligodendrócitos, 

hipomielinização e neuroinflamação materno-fetal, o que pode acarretar em alterações 

comportamentais, cognitivas e neuroquímicas na mãe e na vida tardia da prole (Svedin et al., 

2005; Monji et al., 2009). A AIM via PolyI:C também pode comprometer o desenvolvimento 

do sistema límbico e do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) por meio da liberação de 

corticotrofina materna, resultando em comportamento ansiogênico e depressivo, além de 

déficits de atenção e aprendizagem, particularmente, na vida jovem-adulta da prole (Enayati et 

al., 2012).  

Ademais, a diferença de sexos entre homens e mulheres, machos e fêmeas tem 

despertado a atenção no mundo científico (Hegarty, 2018), uma vez que gêneros (masculino e 

feminino) podem diferir quanto à sensibilidade das áreas cerebrais em desenvolvimento e aos 

hormônios sexuais (estrogênio, testosterona) e do estresse (cortisol), manifestando diferentes 

respostas mediante a exposição de uma mesma situação estressora materna (Weinstock, 2007; 

Schwendener et al., 2009).  

É sabido que até a última década, animais fêmeas raramente eram utilizadas em 

pesquisas científicas, exceto para fins de reprodução sexual ou investigações específicas, 

devido ao ciclo estral, que por sua vez poderia interferir nos parâmetros comportamentais 

(Simpson et al., 2012). Todavia, evidências têm comprovado diferenças nos gêneros à nível 

cerebral e comportamental, tanto nos estudos clínicos quanto pré-clínicos (Weinstock, 2007; 

Schwendener et al., 2009; Hegarty, 2018). Os hormônios sexuais são capazes de influenciar na 

aprendizagem e memória, podendo afetar a capacidade de respostas aos tratamentos (Souza et 

al., 2014; Gobinath et al., 2017), sendo relatado que homens apresentam uma maior incidência 

e predisposição para o desenvolvimento de autismo, transtorno de hiperatividade e atenção e 

tem maior habilidade na memória espacial (Wooten et al., 2004; Ramtekkar et al., 2010; 

Rucklidge, 2010), enquanto as mulheres parecem mais predispostas ao desenvolvimento de 

depressão e doença de Alzheimer e têm maior habilidade na memória verbal (Werling e 

Geschwind, 2013).  

Dados da literatura apontam ainda que diferentes gêneros (masculino e feminino) 

podem manifestar distintas respostas imunes. Klein (2012) verificou que o gene do receptor 

toll-like (TLR) pode sofrer inativação e ser mais expresso em mulheres do que em homens. 

Assim, a exposição ao TLR7 aumentou os níveis de IFN-α em mulheres quando comparado aos 

homens em culturas celulares sanguíneas mononucleares (Pisitkun et al., 2006). Porém, a 

ativação de TLR9 por resposta viral, aumentou os níveis de IL-10 em homens quando 

comparado às mulheres (Torcia et al., 2012). Desse modo, mais pesquisas se fazem necessárias 
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para investigar os mecanismos envolvidos nas diferentes respostas imunes e na fisiopatologia 

das doenças entre homens e mulheres, machos e fêmeas.  

Estudos têm demonstrado também que o comprometimento comportamental e 

cognitivo materno e na prole jovem-adulta de mães expostas à AIM pode ser resultante da 

exposição aguda e crônica de citocinas pró-inflamatórias induzidas por agentes estressores 

(Meyer et al., 2006a,b; Garay et al., 2013; Xia et al., 2014a), as quais levam a alterações 

neuroquímicas e morfológicas. Adicionalmente, a desregulação 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 lesões corticais cerebrais durante a fase neonatal (Girard et 

al., 2010), diminuição da atividade cerebelar das células de Purkinje (Shi et al., 2003; 2005; 

2009) e aumento da apoptose em ambos os neurônios e células da glia em várias regiões 

cerebrais (Boksa, 2010). Somado a isso, a neurogênese 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 neurogênese é controlada por fatores intrínsecos e extrínsecos, 

incluindo estas citocinas que têm um papel crítico nos processos cognitivos, tais como 

plasticidade sináptica e neuromodulação (Balu e Lucki, 2009). Diante disso, as interleucinas 

(IL-1β, IL-6 e TNF-α) podem comprometer a neurogênese adulta e, geralmente, encontram-se 

elevadas pela AIM (Spooren et al., 2011; Gonzalez-Perez et al., 2012).  

Com base nestas evidências, pesquisas suportam que a intervenção viral ou bacteriana 

na gravidez é capaz de diminuir a proliferação celular, sobrevivência dos neurônios e causar 

mudanças comportamentais acentuadas na vida tardia da prole, por comprometer a saúde da 

mãe (Cui et al., 2009; Shi et al., 2009). Todavia, de que forma e por quais mecanismos a AIM 

pode impactar nestes parâmetros comportamentais e neuroquímicos no cérebro da prole pós-

natal ainda deve ser pesquisado, a fim de permitir uma maior compreensão destas alterações 

conjuntas. 

 

1.2 Vacinação contra influenza A durante a gestação e seus efeitos na saúde materna e da 

prole jovem-adulta 

As mulheres grávidas são consideradas o grupo de risco mais importante para a 

vacinação contra a gripe, também denominada influenza ou H1N1 (McMillan et al., 2015). 

Mulheres com doença crônica, tal como função pulmonar prejudicada, asma grave, diabetes 

mellitus, deficiência imunológica e obesidade apresentam risco aumentado de complicações 

para influenza, sendo oferecida a vacinação já no 1º trimestre de gestação (Helmig et al., 2015). 
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Portanto, sugere-se que este aumento da susceptibilidade à infecção pelo vírus influenza durante 

a gravidez é causado pela redução da resposta imune, particularmente durante o 3º trimestre de 

gestação (Chavant et al., 2013). Baseado nisso, ambas as vacinas, pandêmica ou sazonal para a 

gripe, são recomendadas internacionalmente para mulheres grávidas, independentemente da 

presença de condições de risco à saúde materna e fetal pré-existentes. Entretanto, embora a 

vacinação de gestantes tenha sido recomendada desde 2005 pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS, 2005; 2014), a utilização desta permanece limitada, devido às preocupações sobre seu 

efeito no desenvolvimento do feto e às possíveis ações teratogênicas (Bednarczyk et al., 2012). 

McMillan e colaboradores (2015) afirmam que as mulheres grávidas são uma 

população única devido às mudanças imunológicas e fisiológicas que ocorrem durante essa 

fase. Em particular, as alterações imunológicas como a ativação de citocinas pró-inflamatórias, 

podem resultar em reações de reatogenicidade pela vacina contra influenza e, assim, o risco de 

dano ao feto torna-se uma grande preocupação. Estas alterações imunológicas e fisiológicas 

que ocorrem durante a gravidez podem alterar a susceptibilidade da mãe e do feto a várias 

doenças infecciosas (Palumbo et al., 2012).  

Do ponto de vista imunológico, a imunidade adaptativa humoral permanece intacta 

com um aumento na resposta mediada por células T-helper-2 (Th2). Por outro lado, observa-se 

uma supressão seletiva da imunidade mediada por células T-helper-1 (Th1) que compromete a 

capacidade de resposta da mãe à infecção (Simon et al., 2015). Desta forma, o equilíbrio das 

células Th1/Th2 parece mediar alterações estruturais e a neurogênese em modelos animais de 

estresse crônico (McEwen, 2001). Em particular, estudos apontam uma correlação positiva 

entre a neurogênese hipocampal e o equilíbrio destas células. Observou-se que a diminuição da 

neurogênese no hipocampo está associada à redução do equilíbrio Th1/Th2 em modelos animais 

de envelhecimento (Palumbo et al., 2012) e que o aumento da neurogênese correlaciona-se ao 

aumento do equilíbrio das citocinas Th1/Th2 em estudos de exercício moderado (Zhao et al., 

2012; Grohskopf et al., 2014).  

Palumbo et al. (2012) e He et al. (2014) confirmam que o equilíbrio das células 

Th1/Th2 está envolvido na resposta comportamental e neurogênese adulta, sendo influenciadas 

pelos níveis de citocinas, as quais tem papel crucial em processos cognitivos como plasticidade 

sináptica, neurogênese e neuromodulação. Mais especificamente, as citocinas pró-inflamatórias 

(IL-1β, IL-6, TNF-α) estão associadas aos declínios cognitivos (Dik et al., 2005), enquanto as 

citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IFN-γ e TGF-β) têm demonstrado efeito neuroprotetor 

(Butovsky et al., 2006; Baron et al., 2008). Estes peptídeos realizam neuromodulação não 

apenas através da resposta direta do receptor ao ligante, mas também através da sua interligação 
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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 vacinação contra influenza A (H1N1) 

durante a gravidez foi capaz de aumentar os níveis de IL-4, IFN-γ e TGF-β e diminuir os níveis 

de IL-1β, IL-6 e TNF-α nas mães, sugerindo que a imunização parece criar um ambiente 

neurobenéfico tanto na periferia como no cérebro das roedoras gestantes. 

Jamieson et al. (2009) sugerem que mulheres grávidas e no período pós-parto são 

vulneráveis a pandemias de gripe. Por conseguinte, o Comitê sobre Práticas de Imunização 

recomenda o uso da vacinação inativada contra a gripe em qualquer estágio da gestação, a fim 

de prevenir o vírus. Para avaliar a segurança da vacina no desenvolvimento fetal, alguns 

parâmetros como o aborto espontâneo, a morte fetal, o parto prematuro, o peso do feto para a 

idade gestacional, a informação congênita e o baixo peso ao nascer da criança são avaliados. 

Associado a isso, a resposta inflamatória que pode estar relacionada aos efeitos adversos para 

o feto durante a infecção da gripe é uma consideração importante para a segurança da vacina 

contra influenza, especialmente na fase da embriogênese e no 1º trimestre de gestação quando 

o feto está mais exposto aos riscos (Ruedy, 1984; McCarthy et al., 2012).  

Embora a imunogenicidade e a segurança da vacina tenham sido confirmadas, sabe-se 

que a vacina contra influenza induz uma forte ativação imune, podendo impactar na 

neurogênese jovem-adulta e na função cognitiva (Ziv and Schwartz, 2008, Gonzalez-Perez et 

al., 2010), porém poucas pesquisas investigaram os reais efeitos da imunização, 

particularmente, na saúde materna. Diante disso, a vacinação de gestantes visa alcançar dois 

alvos relevantes: proteger a grávida contra doenças infecciosas que podem afetar seriamente 

sua saúde e evitar a transmissão de uma infecção e/ou uma doença ao feto ou ao recém-nascido.  

De modo geral, as concentrações maternas de anticorpos protetores podem passar 

através da placenta para o feto, especialmente durante o 3º trimestre de gestação. 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 imunização para 

crianças já iniciaram (Grohskopf et al., 2014; Simon et al., 2015; Gabutti et al., 2017). Apesar 

dos benefícios resultantes da administração de vacinas em mulheres grávidas, ainda é evidente 

a relutância e/ou a recusa desta abordagem, em especial pelas gestantes, as quais desconfiam 

dos reais efeitos da imunização ou têm receios infundados de ações adversas das vacinas. 

Assim, a formulação de recomendações unânimes para imunizações de mulheres grávidas e 

durante a amamentação torna-se um desafio, uma vez que a base de evidências para orientar 

tais decisões é extremamente limitada, sendo que a maior parte dos dados relacionados à 

segurança das vacinas provém de inquéritos passivos (ACIP, 2008; Cassidy et al., 2016). 
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A OMS (2012; 2015) tem identificado mulheres grávidas e bebês como indivíduos 

com alto risco de morbidade e mortalidade pela doença gripal ou influenza. Foi demonstrado 

que a gripe sazonal aumenta o risco de hospitalização das gestantes, especialmente se contraída 

no 2º ou 3º trimestre de gravidez, aumenta o nascimento de crianças prematuras e com baixo 

peso ao nascer para a idade gestacional e leva ao risco aumentado de aborto. Estes riscos são 

ainda mais elevados se a grávida apresentar qualquer comorbidade associada, sendo a vacina 

contra a gripe uma recomendação fundamental para estas mulheres. A vacinação deve ser 

realizada antes do início da gripe, sendo a imunização de rotina recomendada para todas as 

mulheres grávidas ou que pretendem engravidar (Gabutti et al., 2017). Atualmente, a nível 

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 são contra-indicadas para gestantes. Por muito tempo, 

a imunização contra a gripe sazonal foi realizada por meio de vacinas TIV contendo 2 subtipos 

de vírus A e um tipo B. Mais recentemente, uma vacina QIV contendo 2 subtipos de vírus A e 

B, tornou-se disponível no mercado (FAQ, 2016). 

De qualquer forma, os dados de segurança sobre o uso de vacinas contra a gripe na 

gestação e, em particular, durante o 1º trimestre permanecem limitados. Entretanto, até o 

momento, não foram relatados resultados adversos sobre a saúde materna ou fetal, nem 

qualquer malformação congênita atribuível à imunização realizada durante o 1º trimestre. 

McMillan et al. (2015) concluíram que a vacinação materna contra a gripe não está associada a 

um risco aumentado de morte fetal, aborto espontâneo ou malformações congênitas. Conclusão 

semelhante à de McMillan et al. (2015) foi sugerida por Fabiani et al. (2015) e Polyzos et al. 

(2015) em seus estudos, os quais também não verificaram efeitos adversos em fetos, cujas as 

mães receberam vacina contra influenza durante o 2º e 3º trimestre de gestação. Por 

conseguinte, ambas as revisões enfatizam que não é possível excluir totalmente o risco de danos 

ao feto, devido à imprecisão estatística, o desenho observacional e a heterogeneidade clínica e 

metodológica destas pesquisas. Portanto, estudos que investiguem, principalmente mulheres 

vacinadas durante o 1º trimestre de gravidez deve ser uma prioridade, a fim de permitir 

estimativas mais precisas e conclusivas quanto à segurança fetal. 

Poucas evidências pré-clínicas têm observado os possíveis efeitos da vacinação contra 

influenza A na fase gestacional tanto na saúde materna como na prole jovem-adulta. Xia et al. 

(2014a) realizou dois estudos e, primeiramente avaliou a influencia da vacinação contra gripe 

(H1N1) no início da gestação, em especial, na neurogênese hipocampal e na memória espacial 

de animais gestantes. Neste estudo verificou que a vacinação, no 1º trimestre de gravidez, 
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contribuiu para a neurogênese hipocampal e melhorou a memória de trabalho nas gestantes 

(camundongos C57BL/6J fêmeas). Em seu segundo estudo, Xia et al. (2014b), observou uma 

resposta imune protetora na neurogênese e no comportamento da prole adulta destas fêmeas 

que foram vacinadas durante a gestação, sugerindo que os possíveis mecanismos de mediação 

do desenvolvimento do cérebro pós-natal podem ser influenciados por alterações nos níveis de 

citocinas e fatores de crescimento. 

Diante de tudo, assim como os medicamentos são raramente testados para 

teratogenicidade em ensaios clínicos controlados, para a vacina contra influenza essa realidade 

também é predominante. Sabe-se que evidências de segurança são muitas vezes derivadas de 

estudos epidemiológicos (passivos), pequenos estudos descritivos, relato de casos individuais 

e poucas evidências pré-clínicas, o que pode causar preocupações quanto à qualidade das provas 

disponíveis sobre as recomendações para a prática clínica (Ruedy, 1984; McMillan et al., 2015). 

Devido à necessidade de pesquisas que avaliem os efeitos da vacinação contra influenza A 

durante a fase gestacional na prole jovem-adulta, estudos em animais se tornam essenciais.  

Desta forma, sendo a PolyI:C capaz de induzir ativação pré-natal em roedores, a 

realização deste trabalho tem relevância, uma vez que avaliou tanto os efeitos da AIM como da 

vacina contra influenza A (H1N1) durante a gestação em parâmetros comportamentais e 

neuroquímicos na prole jovem-adulta, considerando os gêneros: fêmeas 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 circulações materno-fetal, sendo fundamental para a nutrição 

e oxigenação do feto. Assim, durante a vida fetal ocorre o chamado período crítico do 

desenvolvimento, época de fragilidade na qual os tecidos e os órgãos se desenvolvem, em 

especial o cérebro (Nunes e Madhi, 2015). Neste sentido, a plasticidade neuronal permite que 

o cérebro se adapte estruturalmente perante mudanças ambientais ou agentes estressores, sendo 

a resposta imune periférica, um estressor neuroetiológico para este processo (Dantzer et al., 

2008).  

Um exemplo primordial de plasticidade é a neurogênese adulta, na qual novos 

neurônios são gerados durante toda a vida perante situações adversas (Cameron and McKay, 

1999). No entanto, ainda não está claro como este processo é regulado fisiologicamente (Xia et 

al., 2014a). A neurogênese se caracteriza como o aspecto mais vital do SNC e ocorre em todas 

as áreas do cérebro durante o desenvolvimento, no entanto, há duas regiões neurogênicas 
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principais em mamíferos adultos: giro denteado (GD) do hipocampo, região diretamente 

envolvida na aprendizagem e memória, e a zona zubventricular (SZV) ou bulbo olfatório (BO) 

(Wang et al., 2011; Wu et al., 2013). Em geral, a neurogênese ou crescimento dos neurônios 

existe em toda a área cerebral, mais predominantemente no GD hipocampal. Desta forma, a 

evolução do hipocampo é capaz de influenciar diretamente no aprendizado e memória (van 

Praag et al., 2002; Ron-Harel  et al., 2008) e pode ser regulada por diversos fatores como 

citocinas, fatores de crescimento e de transcrição (Balu e Lucki, 2009).  

Ademais, pesquisa indica que a neurogênese reduzida no BO pode causar déficits na 

discriminação olfatória (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 esquizofrênicos está diminuído 

(Nguyen et al., 2011), o que torna relevante investigar se as funções olfativas na prole jovem-

adulta de mães expostas à AIM ou à vacina contra influenza encontram-se comprometidas (Liu 

et al., 2013).  

Desse modo, investigar o efeito da AIM (PolyI:C), bem como da vacina contra 

influenza A durante a gestação na resposta comportamental e em parâmetros neuroquímicos na 

prole jovem-adulta tem uma ação primordial para a ciência, visto que ainda há carência de 

estudos e, pelo fato de que ambas são capazes de interferir diretamente no 

neurodesenvolvimento da prole, podendo inclusive, favorecer o desenvolvimento de 

transtornos psiquiátricos na vida pós-natal dos filhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ron-Harel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18803478
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Está bem descrito que a exposição pré-natal à infecção constitui um fator de risco para 

transtornos neurodesenvolvimentais na prole. De modo particular, a PolyI:C tem sido utilizada 

no 9º dia gestacional como um bom modelo animal de AIM capaz de induzir alterações 

comportamentais e neuroquímicas características da esquizofrenia na prole adulta (Meyer et al., 

2009a,b; Meyer e Feldon, 2012; Hadar et al., 2015; Reisinger et al., 2015). A administração de 

PolyI:C em ratas Wistar durante a gravidez tem levado ao comprometimento da prole por 

aumentar a liberação de citocinas pró-inflamatórias na mãe (placenta e líquido amniótico) e no 

cérebro do feto (Boksa, 2010; Meyer e Feldon, 2012). A PolyI:C ainda induz uma resposta 

aguda a infecções virais, aumentando consideravelmente a liberação de interferons (IFN): IFNα 

e IFNγ (Winter et al., 2009).  

É sabido que as mulheres grávidas são consideradas o grupo de risco mais importante 

para a vacinação contra a gripe ou influenza (H1N1) (McMillan et al., 2015). Isto pode ser 

explicado pelo fato das gestantes serem mais susceptíveis às pandemias de gripe, uma vez que 

durante a gravidez, a presença de uma infecção pode diminuir a proliferação celular, 

sobrevivência dos neurônios e causar mudanças comportamentais acentuadas na saúde materna 

e da prole, influenciando na incidência de transtornos psiquiátricos 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 importância da vacinação em gestantes, percebe-se que o uso da 

vacina contra a gripe neste grupo continua limitado, uma vez que há preocupações sobre o seu 

efeito no desenvolvimento do feto e devido às suas possíveis ações teratogênicas (Ruedy, 1984; 

McMillan et al., 2015). De fato, os mecanismos bioquímicos pelos quais a vacina contra 

influenza A age e pode influenciar na sáude 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 não foi totalmente esclarecido, o que justifica 

as investigações pré-clínicas, visto que estudos clínicos se mostram restritos. 

Diante disso, investigar o efeito da AIM (PolyI:C), bem como da vacina contra 

influenza A durante a gestação na resposta comportamental e em parâmetros neuroquímicos na 

prole jovem-adulta apresenta relevância, visto que ainda há carência de estudos e, pelo fato de 

que ambas são capazes de interferir diretamente no neurodesenvolvimento da prole, podendo 

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

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da AIM (PolyI:C) e da vacina contra influenza A (H1N1) durante a 

gestação em parâmetros comportamentais e neuroquímicos na prole jovem-adulta, machos e 

fêmeas. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Avaliar parâmetros comportamentais de atividade locomotora, comportamento tipo-

depressivo, discriminação olfatória e perfil cognitivo na prole jovem-adulta de ratas Wistar 

submetidas à vacinação contra influenza A (H1N1) e comparar esses parâmetros na prole de 

ratas induzidas à infecção com PolyI:C durante a gestação, considerando o gênero: ratos machos 

e fêmeas; 

 

Avaliar os níveis de citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 e IL-10) nas estruturas cerebrais, 

BO, córtex frontal, hipocampo e estriado, na prole jovem-adulta de ratas Wistar submetidas à 

vacinação contra influenza A (H1N1) e comparar esses parâmetros na prole de ratas induzidas 

à infecção com PolyI:C durante a gestação, considerando o gênero: ratos machos e fêmeas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos e locais de realização da pesquisa 

Este estudo se caracteriza como experimental, utilizando um modelo animal. Esta 

pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciúma, 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 Saúde para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório e as 

recomendações do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) 

projetado para minimizar o sofrimento e limitar o número de animais utilizados. O 

desenvolvimento deste trabalho, desde os experimentos com os animais até os testes 

comportamentais e as análises bioquímicas, foi realizado no Laboratório de Psiquiatria 

Translacional da UNESC.  

 

4.2 Animais e delineamento experimental das ratas mães 

No total foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas, pesando entre 250g a 300g, as quais 

passaram por uma única noite de acasalamento. Os animais foram obtidos do Biotério da 

Universidade e mantidos em gaiolas em ciclos de 12h dia-noite, com alimentação e água 

disponível e temperatura controlada entre 22± 1º C. Cada fêmea foi mantida na mesma caixa 

com um macho (n = 36 machos) durante um ciclo de 48h. Na manhã do dia seguinte foi 

realizado um esfregaço vaginal para análise de seu conteúdo e diagnóstico de prenhez. A 

presença de um espermatozóide e as características do ciclo estral das fêmeas confirmou o 

diagnóstico e este representou o dia zero de gestação. Assim, as ratas gestantes foram divididas 

em 3 grupos de 12 animais cada (n=12) para administração do seu tratamento (Figura 1):  

 1) Grupo de ratas prenhas denominado grupo controle (n = 12); 

 2) Grupo de ratas prenhas denominado grupo vacina (H1N1) (n = 12); 

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

ratas gestantes  

As ratas gestantes foram divididas em três grupos: controle, vacina e PolyI:C 

conforme mencionado acima. Sabe-se que o período de gestação para o rato e o ser humano é 

aproximadamente de 20 dias e 40 semanas, respectivamente. Portanto, cada dia de gestação de 

uma rata pode ser equivalente a um período de 2 semanas de gestação de um humano. Dada à 

importância desta analogia, pode-se concluir que a duração ou a gravidade da exposição ao 

estresse ou infecção durante a gravidez e o tempo de uma resposta inflamatória ou do estresse 

são fundamentais para determinar a natureza dos efeitos comportamentais ou neuroquímicos na 

prole em seus estágios de vida jovem-adulta (Enayati et al., 2012). Considerando o desenho 

experimental e os objetivos desta pesquisa, salienta-se que no 9º dia de gestação, o qual equivale 

ao 1º trimestre de gravidez em humanos, as ratas de cada grupo foram submetidas, uma única 

vez, ao seu tratamento específico.  

No grupo controle foi aplicada uma solução salina estéril (cloreto de sódio – NaCl, 

0,9%) conforme respectivo peso de cada animal no volume de 1ml/kg em dose única, via 

intraperitoneal (i.p.); 

Nas ratas do grupo vacina (H1N1) foi administrada uma única 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. 

(2014a). 

Nas ratas do grupo PolyI:C foi realizada a administração de uma única injeção de 

PolyI:C (sal de potássio; Sigma-Aldrich, Brasil; P9582-5mg) na dose de 5 mg/kg, via 

intravenosa (i.v.). A PolyI:C foi diluída em solução isotônica de NaCl a 0,9% para alcançar 

uma concentração final de 1 mg/mL, baseando-se em um volume de 5mL/kg, conforme dados 

da literatura (Meyer et al., 2005; Meyer et al., 2006a, b). 

 

4.2.2 Divisão dos experimentos em etapas 

Em seguida à fase gestacional, os filhotes foram mantidos junto à mãe para a 

amamentação e 21 dias após o nascimento, os mesmos foram submetidos ao desmame e à 

sexagem, sendo separados em machos e fêmeas, conforme o tratamento materno. A prole de 

ambos os gêneros 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 fêmeas 

Vinte e um dias após o nascimento, a prole foi submetida ao desmame e à sexagem, 

sendo separada conforme o gênero em machos e fêmeas e em grupos de acordo com o 

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

Uma parte da prole, conforme os grupos maternos acima e gênero, foi utilizada aos 30 

dias de vida e a outra parte dos animais foi utilizada ao atingir a idade adulta (60 dias). Para as 

análises comportamentais foram utilizados 10 animais machos e 10 fêmeas de cada grupo com 

30 ou 60 dias de vida, totalizando 120 animais para o experimento, visto que foram três 

tratamentos maternos (controle, vacina ou PolyI:C).  Ao completar a idade desejada, os 

animais foram submetidos aos testes comportamentais, os quais aconteceram em três dias, uma 

vez que não foi possível realizar todos os comportamentos no mesmo dia, devido ao tempo de 

duração dos testes e ao desgaste dos animais. Desta forma, o experimento com a prole de 

machos e fêmeas com 30 dias ou 60 dias, de cada grupo foi realizado da seguinte forma: 

Dia 1: Atividade locomotora e splash teste; 

Dia 2: Discriminação olfatória; 

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

foi realizada a eutanásia dos animais. 

Imeaditamente após a realização do último teste comportamental, as proles de machos 

e fêmeas com 30 ou 60 dias foram decapitadas em guilhotina e, em seguida, as estruturas 

cerebrais dissecadas em córtex frontal, hipocampo, estriado e BO, congeladas em nitrogênio 

líquido e armazenadas em freezer -80Cº para posteriores análises dos níveis de citocinas. Para 

estas análises foram necessárias amostras cerebrais de 7 animais machos e 7 fêmeas de cada 

grupo, a fim de se analisar as citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 e IL-10 – n=7). Foram utilizados 

84 animais nesta etapa, sendo 42 machos e 42 fêmeas, de cada grupo experimental e com 30 ou 

60 dias. O desenho experimental do estudo está representado na Figura 1. 
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Figura 1: Desenho experimental dos testes comportamentais e análises neuroquímicas realizadas com a prole de 

30 ou 60 dias, machos e fêmeas, cujo tratamento materno foi realizado com salina (controle), vacina (H1N1) ou 

PolyI:C. Fonte: Autor, 2019. 

 

 

4.4 Testes Comportamentais 

 

4.4.1 Atividade locomotora 

Os animais foram submetidos à análise da sua capacidade locomotora e exploratória 

por meio do teste campo aberto (open field), o qual tem sido amplamente utilizado para 

mensurar parâmetros de emoção, exploração, 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 os ratos machos e fêmeas 
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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 dimensões (80 x 80 x 30 cm) dividida igualmente em 12 

quadrantes. A avaliação comportamental considerou os seguintes parâmetros: atividade 

locomotora (crossing – número de cruzamentos) e a atividade exploratória através do número 

de rearing (número de movimentos de elevação da pata dianteira sem tocar as paredes do campo 

aberto – número 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 anedônico 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 número de lambidas, foi 

cronometrado por um período de 5 minutos. Estes parâmetros de auto-limpeza representam um 

índice de autocuidado e comportamentos motivacionais e, quandos reduzidos, podem ser 

comparáveis a sintomas tipo-depressivos, como o comportamento anedônico (Willner, 2005). 

Para isso, foi esguichada uma solução de sacarose a 10% sobre o dorso do rato, macho ou 

fêmea, antes de colocá-lo no campo aberto. A solução de sacarose foi levemente esguichada e 

espalhada manualmente pelo dorso, para que o animal não respingasse nas paredes ao se 

sacudir, enquanto estivesse dentro do campo aberto (Willner, 2005; Rosa et al., 2014). Depois 

de aplicar a solução de sacarose, o tempo total de limpeza, bem como o número de lambidas 

foi registrado. Foram considerados sinais de autocuidado, lambidas em todas as partes do 

animal, inclusive nas patas.  

 

4.4.3 Discriminação olfatória 

A discriminação olfatória avalia a capacidade dos roedores em diferenciar odores e, 

assim, o déficit olfatório do animal. O teste foi realizado conforme previamente descrito por 

Soffié 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 

que ocorra a troca da maravalha (serragem da sua própria caixa), a fim de que haja uma 

padronização da impregnação do odor deste ambiente, considerado este o ambiente familiar 

(habitual) para os animais. A caixa de discriminação olfatória consiste em dois compartimentos 

(ambientes) idênticos (30 x 30 x 20 cm) separados por uma porta aberta que permite o acesso 
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dos animais para os dois compartimentos. O chão de um dos ambientes foi forrado com a 

maravalha retirada da gaiola, na qual o animal permaneceu por 48 horas (ambiente familiar ou 

habitual). Já o outro compartimento foi forrado com uma serragem limpa e inodora, sendo 

considerado o ambiente não familiar (ambiente novo) para o animal. O experimento consistiu 

em colocar o rato na caixa de discriminação olfatória e registrar durante um período de 5 

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

Prediger et al. (2005a,b) afirmam que os animais são capazes de distinguir o odor do 

compartimento familiar e não familiar, sendo geralmente comum gastarem mais tempo no 

ambiente familiar, uma vez que preferem seu próprio odor. Entretanto, se sabe que os roedores 

são animais de caráter exploratório, assim, a exploração do ambiente não familiar também pode 

ser considerado um comportamento padrão dos animais.  

 

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

A quantificação da inibição 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 vedação sonora (Insight, São 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 apresentações de pulso sozinho (P) com uma intensidade de 

120 dB por 50 ms; 2) 8 apresentações de cada intensidade de pré-pulso (PP) sozinho, 

intensidades de 70, 75 e 80 dB e 3000 Hz de frequência por 20 ms; 3) 10 apresentações de cada 

intensidade de PP + P, com um intervalo de 50 ms. A média da amplitude de sobressalto após 

as sessões de P, bem como a média da amplitude da resposta de sobressalto após as sessões de 

PP+P foram calculadas automaticamente para cada animal. O nível de IPP para cada animal foi 

determinado pela expressão da amplitude de sobressalto de PP+P, como uma redução 

percentual a partir da amplitude de sobressalto de P, sendo calculada de acordo com a seguinte 

equação: porcentagem (%) IPP = 100 – [(PP/P) x 100]. Desta forma, 0% correspondeu à 

ausência de diferença entre a amplitude de sobressalto após as sessões de P e PP+P e, 

consequentemente, à ausência de inibição da resposta de sobressalto. O resultado do % IPP, 

avalia a função sensório-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 Análises Bioquímicas 

 

4.5.1 Preparo das amostras cerebrais 

Após a decapitação dos animais em guilhotina, os cérebros foram removidos e 

dissecados em BO, córtex frontal, hipocampo e estriado. As amostras foram dissecadas em uma 

superfície gelada, posteriormente mergulhadas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer 

a -80°C para posteriores análises bioquímicas, sendo preparadas de acordo com a técnica 

bioquímica a ser realizada. 

 

4.5.2 Níveis cerebrais de citocinas 

Para analisar os níveis cerebrais de citocinas, as amostras de córtex frontal, hipocampo, 

estriado e BO foram homogeneizadas em solução tampão fosfato com um coquetel inibidor de 

protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), centrifugado a 2300 x g por 5 minutos e o 

sobrenadante foi utilizado para as determinações.  Os níveis 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-1ß ((Invitrogen by Thermo Fisher Scientific – USA, Mouse IL-1ß) e TNFα (R & D 

Systems, Inc. – USA, Rat TNFα DY510) da prole jovem-adulta foram determinados por meio 

de kits comerciais ELISA específicos para estas análises, conforme as recomendações do 

fabricante e apresentados a seguir.  

As placas de microtitulação (96 poços de fundo plano) foram incubadas durante a noite 

com o anticorpo de captura. Em seguida, foram lavadas três vezes com tampão fosfato de 

lavagem e, posteriormente, bloqueadas com uma solução tampão fosfato com albumina 1% 

durante 1 hora. Após, foram incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padrão, diluídas 

em solução tampão, durante 2 horas. Seguidamente, as placas foram lavadas três vezes com 

tampão de lavagem e incubadas com anticorpo de detecção por mais 2 horas. Depois das 

lavagens, foi incubada uma peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e após, o 

substrato (peróxido de hidrogênio e tetrametilbenzidina, 1:1) A reação foi finalizada pela adição 

de ácido sulfúrico 2N. As placas foram lidas à 450nm em espectrofotômetro. 



32 
 

 

4.5.3 Dosagem de proteínas 

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

albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. 

 

4.6 Análise Estatística 

Os testes comportamentais, atividade locomotora, splash teste, discriminação olfatória 

e IPP, assim como as análises neuroquímicas de citocinas da prole jovem-adulta, fêmeas e 

machos, foram avaliados separadamente através da análise de variância (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 significância estatística foi considerada 

para valores de p<0,05. O teste de normalidade Shapiro–Wilk foi realizado para confirmar se 

os dados possuíam uma distribuição normal. 

Em geral, os dados foram expressos como média (±) e erro padrão da média (média ± 

E.P.M). As análises estatísticas foram realizadas através do programa Statistical Package for 

the Social Science (SPSS versão 20.0) e utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 para a 

elaboração dos gráficos. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análises 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 número de cruzamentos (crossing) e a atividade exploratória 

através do número de levantamentos (rearing) da prole de fêmeas aos 30 dias (Fig. 2A e 2B) e 

60 dias (Fig. 2C e 2D), cujas mães receberam os tratamentos salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C 

durante a gestação. Os resultados ilustrados nas Figuras 2A e 2B indicam que não houve 

diferença estatística para o número de cruzamentos [F(2,21) = 0.786, p = 0,478] e levantamentos 

[F(2,21) = 3.038, p = 0,082] entre as ratas fêmeas de 30 dias dos três grupos avaliados: controle, 

vacina e PolyI:C. As fêmeas de 60 dias do grupo vacina, entretanto, apresentaram menor 

número de cruzamentos [F(2,23) = 10,574 p<0,05] e levantamentos [F(2,23) = 7,399 p<0,05] 

quando comparadas ao grupo controle, conforme demonstrado nas Figuras 2C e 2D, 

respectivamente. 
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Figura 2: Atividade locomotora representada através do número de cruzamentos (crossing) (Fig. 2A e 2C) e 

número de levantamentos (rearing) (Fig. 2B e 2D) realizado pela prole de fêmeas aos 30 e 60 dias de vida, 

respectivamente, cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. 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 número de cruzamentos e 

levantamentos da prole de machos aos 30 dias (Fig. 3A e 3B) e 60 dias (Fig. 3C e 3D), cujas 

mães receberam os tratamentos salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. As 

Figuras 3A e 3B indicam que não houve diferença significativa para o número 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 não se observou diferença estatística para o número de levantamentos 

nos grupos vacina [F(2,23) = 3.381 p<0,05] e PolyI:C [F(2,23) = 1.547 p = 0,234]. Entretanto, os 

ratos do grupo PolyI:C [F(2,23) = 1,547 p = 0,234] apresentaram maior número de cruzamentos 

quando comparados ao grupo controle, confirmando uma hiperlocomoção destes animais, cujas 

mães receberam PolyI:C durante a gestação (Fig. 3C). 
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Figura 3: Atividade locomotora representada através do número 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 mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. 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 fêmeas de 30 dias (Fig. 4A e 4B) e 60 dias (Fig. 4C e 4D), cujas mães receberam os 

tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. Esse teste foi avaliado em 

dois parâmetros: tempo total de limpeza e o número de lambidas, os quais indicam o índice de 

autocuidado dos animais e, quando diminuídos, podem ser comparados a sintomas tipo-

depressivos, como o comportamento anedônico. De modo geral, as Figuras 4A e 4C, 

respectivamente, retratam que não houve diferença significativa entre as fêmeas de 30 e 60 dias 

dos grupos vacina [F(2,18) = 2.326, p=0,141] e PolyI:C [F(2,21) = 1.485, p=0,267] para o tempo 

total de limpeza, bem como para o número de lambidas das ratas fêmeas dos grupos vacina 

[F(2,18) = 0.364, p=0,702] e PolyI:C [F(2,21) = 1.437, p=0,269], conforme representado nas 

Figuras 4B e 4D, respectivamente. 
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Figura 4: Representação do splash teste nas ratas fêmeas em dois parâmetros: tempo total de limpeza (Fig. 4A e 

4C) e número ou quantidade de lambidas (Fig. 4B e 4D) realizado pela prole de ratas fêmeas aos 30 e 60 dias de 

vida, cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. 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 mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) 

ou PolyI:C durante a gestação. A Figura 5A aponta uma diferença significativa para os ratos 

machos de 30 dias do grupo vacina para o tempo total de autocuidado [F(2,21) = 7.221, p<0,05], 

os quais apresentaram maior tempo de limpeza em relação ao grupo controle, sugerindo uma 

maior preocupação com seu autocuidado. Quanto ao número de lambidas dos animais, 

representado na Figura 5B, verifica-se que não houve diferença estatística para os machos de 

30 dias dos grupos controle, vacina e PolyI:C.  

Os ratos machos de 60 dias do grupo PolyI:C apresentaram menor tempo total de 

limpeza [F(2,22) = 11.551, p<0,05] (Fig. 5C) em relação ao grupo controle, indicando menor 

preocupação com seu autocuidado. A Figura 5D retrata uma diferença significativa para os ratos 

machos de 60 dias dos grupos vacina [F(2,21) = 1.624, p=0,221] e PolyI:C [F(2,22) = 9.713, 

p<0,05], os quais apresentaram menor número de lambidas em relação ao grupo controle. Em 
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geral, esses achados parecem indicar um comportamento tipo-depressivo, particularmente na 

prole cujas mães sofreram AIM (PolyI:C), visto que os ratos machos adultos (60 dias) não 

demonstraram preocupação com seu autocuidado (menor tempo total de limpeza e número de 

lambidas). 

 

Figura 5: Representação do splash teste nos ratos machos em dois parâmetros: tempo total de limpeza (Fig. 5A e 

5C) e número ou quantidade de lambidas (Fig. 5B e 5D) realizado pela prole de ratas fêmeas aos 30 e 60 dias de 

vida, cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. 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 Discriminação Olfatória  

A Figura 6 representa os parâmetros avaliados no teste de discriminação olfatória 

(tempo gasto no ambiente familiar e não familiar), bem como o número de cruzamentos (trocas 

de ambiente) da prole de fêmeas aos 30 dias (Fig. 6A e 6C) e 60 dias (Fig. 6B e 6D), 

respectivamente, cujas mães receberam os tratamentos salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C 

durante a gestação. A Figura 6A mostra que as fêmeas de 30 dias dos grupos controle, vacina e 

PolyI:C permaneceram mais tempo no ambiente familiar quando comparado ao não familiar, 

mostrando uma diferença estatística dos animais no tempo de permanência entre os ambientes. 
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Este achado pode ser considerado um comportamento normal para roedores, os quais podem 

preferir o ambiente do seu próprio odor [F(1,47)=45.2, p<0,01]. De acordo com a Figura 6B, se 

observa uma diferença estatística entre o tempo de permanência no ambiente familiar e não 

familiar [F(1,40) = 32.58, p<0,01] para as fêmeas de 60 dias dos grupos vacina e PolyI:C, as 

quais gastaram mais tempo no ambiente não familiar.  

Quanto ao número de cruzamentos, as Figuras 6C e 6D respectivamente, demonstram 

que as fêmeas de 30 dias do grupo vacina, bem como as fêmeas de 60 dias dos grupos vacina e 

PolyI:C apresentaram maior número 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 locomoção das fêmeas destes grupos entre os ambientes familiar e não familiar, 

indicando uma maior capacidade exploratória dos animais. As fêmeas de 60 dias do grupo 

controle não permaneceram mais tempo em um ambiente especificamente, o que pode estar 

relacionado a um possível prejuízo olfatório das ratas. 

 

Figura 6: Representação dos parâmetros avaliados no teste de discriminação olfatória da prole jovem e adulta, de 

fêmeas cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI: C durante a gestação. Figuras 6A e 

6B retratam o tempo gasto no ambiente familiar e não familiar pela prole e as Figuras 6C e 6D representam o 

número de cruzamentos realizado pelas ratas fêmeas aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente. Os valores foram 

expressos como média ± EPM (Erro Padrão 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 não familiar 

nos animais do mesmo gênero. Fonte: Autor, 2019. 
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A Figura 7 aponta os parâmetros avaliados no teste de discriminação olfatória, bem 

como o número de cruzamentos da prole de machos aos 30 dias (Fig. 7A e 7C) e 60 dias (Fig. 

7B e 7D), respectivamente, cujas mães receberam os tratamentos salina, vacina (H1N1) ou 

PolyI:C durante a gestação.  

A Figura 7A demonstra que houve diferença significativa entre o tempo de 

permanência no ambiente familiar e não familiar para os ratos machos de 30 dias dos grupos 

controle, vacina e PolyI:C [F(1,48) = 125.9, p <0,01], os quais gastaram mais tempo no ambiente 

familiar quando comparado ao não familiar. Para os ratos machos de 60 dias, conforme Figura 

7B, também houve diferença significativa entre o tempo de permanência no ambiente familiar 

e não familiar para todos os grupos avaliados [F(1,52)=102.6, p<0,01], indicando uma mudança 

de comportamento nos animais adultos, os quais permaneceram mais tempo no ambiente não 

familiar, o que pode ser considerado um parâmetro comportamental padrão (exploratório) de 

roedores. 

As Figura 7C e 7D apontam uma diferença significativa quanto ao número 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 PolyI:C [F(2,24) = 3.674, p<0,05] (Fig. 7D), os quais 

apresentaram maior locomoção quando comparados ao grupo controle, sugerindo maior caráter 

exploratório destes animais. Convém ressaltar que os machos de 60 dias do grupo PolyI:C 

apresentaram maior número de cruzamentos e gastaram mais tempo no ambiente não familiar, 

o que pode estar relacionado a atividade locomotora alterada nos animais adultos do grupo 

PolyI:C. 
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Figura 7: Representação dos parâmetros avaliados no teste de discriminação olfatória da prole jovem e adulta de 

machos cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI: C durante a gestação. Figuras 7A 

e 7B retratam o tempo gasto no ambiente familiar e não familiar pela prole e as Figuras 7C e 7D representam o 

número de cruzamentos (crossing) realizado pelos ratos machos aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente. Os 

valores foram expressos como média ± EPM (Erro Padrão 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 não familiar nos animais do mesmo gênero. Fonte: Autor, 2019. 

 

5.1.4 Inibição por Pré-Pulso do Reflexo de Sobressalto (IPP) 

A Figura 8 retrata os resultados da função sensório-motora, a partir do teste IPP, das 

ratas fêmeas de 30 e 60 dias (Fig. 8A e 8B) e dos ratos machos de 30 e 60 dias (Fig. 8C e 8D), 

cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. De 

acordo com a Figura 8A e 8B, respectivamente, não houve diferença significativa para as 

fêmeas 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 fêmeas 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 sensório-

motor.  

A Figura 8C demonstra que nenhuma diferença estatística foi observada para os ratos 

machos de 30 dias nas três 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(2,22) = 1,468 p=0,252]. Todavia, para os ratos machos de 60 dias 

do grupo vacina, conforme a Figura 8D, houve diferença significativa nas três intensidades 

avaliadas: 65dB [F (2,22) = 12.974, p ≤0,01], 70dB [F (2,20) = 7.740, p ≤0,01] e 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. 

 

Figura 8: Função sensório-motora, a partir do teste de IPP, na prole fêmea (Fig. 8A e 8B) e de machos (Fig. 8C e 

8D) aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente, cujas mães receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou 

PolyI:C durante a gestação. 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 Análises Bioquímicas 

 

5.2.1 Níveis Cerebrais de Citocinas 

A Figura 9 apresenta os resultados referentes aos níveis cerebrais de citocinas pró-

inflamatórias, IL-1β (Fig. 9A e 9B) e TNFa (Fig. 9C e 9D), nas ratas fêmeas de 30 e 60 dias, 

respectivamente, cujas mães foram tratadas com salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a 

gestação. Para as fêmeas de 30 dias do grupo PolyI:C, se observou uma diferença significativa 
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nos níveis de IL-1β no BO [F(2,9) = 439.880, p<0,01] e estriado [F(2,9) = 5.632, p<0,05], pois 

houve um aumento dessa citocina pró-inflamatória nestas estruturas cerebrais (Fig. 9A). 

Também se verificou maiores concentrações de TNFa no estriado das ratas fêmeas de 60 dias 

do grupo PolyI:C [F(2,12) = 0.793, p<0,05], revelando um aumento da inflamação nessa região 

cerebral (Fig. 9D). 

 

Figura 9: Análise dos níveis de IL-1β (Fig. 9A e 9B) e de TNFa (Fig. 9C e 9D) nas estruturas cerebrais: BO, 

córtex frontal, hipocampo e estriado da prole de fêmeas aos 30 e 60 dias, cujas mães receberam os tratamentos: 

salina, Vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. 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 são apresentados os níveis cerebrais de citocinas pró-inflamatóras, IL-

1β (Fig. 10A e 10B) e TNFa (Fig. 10C e 10D), nos ratos machos de 30 e 60 dias, 

respectivamente, cujas mães foram tratadas com salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a 

gestação. Para os ratos machos de 30 dias do grupo PolyI:C (Fig. 10A) se observou uma 

diferença estatística para os níveis de IL-1β no córtex frontal [F(2,11) = 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 redução dos níveis desta citocina pró-inflamatória quando comparado ao grupo 

controle. De modo similar, houve uma diminuição nas concentrações de IL-1β no córtex 
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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 níveis de TNFa no córtex cerebral [F(2,12) = 3.588, p<0,05] de 

ratos machos de 30 dias do grupo PolyI:C (Fig. 10C), o que indica uma neuroinflamação, ao 

menos nessa área cerebral, nestes animais jovens. 

Para os ratos machos de 60 dias do grupo vacina, a Figura 10B demonstra que houve 

uma diferença significativa nos níveis de IL-1β no BO [F(2,12) = 3.965, p<0,05], córtex frontal 

[F(2,9) = 4.119, p<0,05] e estriado [F(2,11) = 3.258, p<0,05] dos animais adultos, apontando uma 

diminuição nos níveis desta citocina pró-inflamatória nas três estruturas cerebrais avaliadas 

quando comparado ao grupo controle.  

 

Figura 10: Análise dos níveis de IL-1β (Fig. 10A e 10B) e de TNFa (Fig. 10C e 10D) nas estruturas cerebrais: 

BO, córtex frontal, hipocampo e estriado da prole de machos aos 30 e 60 dias, cujas mães receberam os 

tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. 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-inflamatórias estão representados na Figura 11, a qual 

aponta os níveis de IL-4 (Fig. 11A e 11B) e de IL-10 (Fig. 11C e 11D) nas ratas fêmeas de 30 

e 60 dias, respectivamente, cujas mães receberam salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a 

gestação. Em geral, houve uma diferença estatística nos níveis de IL-4 hipocampal [F(2,14) = 

5.488, p<0,05] apenas para as ratas fêmeas de 60 dias do grupo vacina (Fig. 11B) quando 
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comparado ao grupo controle, uma vez que houve aumento nos níveis desta citocina anti-

inflamatória. As ratas fêmeas de 30 dias do grupo vacina também apresentaram um aumento 

nas concentrações de IL-10 [F(2,12) = 5.964, p<0,05] no córtex frontal, conforme ilustrado na 

Figura 11C. Nas fêmeas de 60 dias (Fig. 11D), nesta mesma estrutura cerebral, foi observada 

uma diminuição nos níveis de IL-10 para os animais dos grupos vacina e PolyI:C [F(2,9) = 7.103, 

p<0,05]. 

 

Figura 11: Análise dos níveis de IL-4 (Fig. 11A e 11B) e de IL-10 (Fig. 11C e 11D) nas estruturas cerebrais: BO, 

córtex frontal, hipocampo e estriado da prole de fêmeas aos 30 e 60 dias, cujas mães receberam os tratamentos: 

salina, vacina H1N1 ou PolyI:C durante a gestação. 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 concentrações cerebrais de IL-4 (Fig. 12A e 12B) e IL-10 (Fig. 

12C e 12D) nos ratos machos de 30 e 60 dias, respectivamente, cujas mães foram tratadas com 

salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação. Conforme apontado na Figura 12C houve 

diferença estatística para os machos de 30 dias quanto aos níveis de IL-10, os quais diminuíram 

nos animais dos grupos vacina e PolyI:C, respectivamente, no BO [F(2,14) = 3.514, p<0,05] e 

córtex cerebral [F(2,12) = 8.350, p<0,05]. 

Para os ratos machos de 60 dias, a Figura 12B indica uma redução significativa nos 

níveis de IL-4 no córtex 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 PolyI:C. Também se observou uma diminuição nos níveis de IL-4 [F(2,14) = 

6.714, p<0,05]  e  IL-10 [F(2,8) = 4.678,  p<0,05], porém apenas no estriado, de ratos machos 

adultos do grupo vacina em relação ao grupo controle.  

 

Figura 12: Análise dos níveis de IL-4 (Fig. 12A e 12B) e de IL-10 (Fig. 12C e 12D) nas estruturas cerebrais: BO, 

córtex frontal, hipocampo e estriado da prole de machos aos 30 e 60 dias, cujas mães receberam os tratamentos: 

salina, vacina (H1N1) ou PolyI:C durante a gestação 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 neuroquímicos dos animais 

 

As Tabelas 1 e 2 apresentam o resumo dos resultados obtidos nos testes 

comportamentais de atividade locomotora (AL), Splash test, discriminação olfatória (DO) e 

IPP, bem como dos níveis de citocinas nas estruturas cerebrais, bulbo olfatório (B), córtex 

frontal (C), hipocampo (H) e estriado (E) das ratas fêmeas (Tabela 1) e dos ratos machos (Tabela 

2) de 30 e 60 dias. 

  

 

 



46 
 

 

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. 

 

Lista de abreviaturas: atividade locomotora (AL), discriminação olfatória (DO); C= cruzamentos; L= 

levantamentos; F= familiar; NF= não familiar; 65, 70 e 75dB; bulbo olfatório (B), córtex frontal (C), hipocampo 

(H) e estriado (E). 

 

De acordo como os resultados comportamentais das ratas de 30 e 60 dias se observou 

que as fêmeas não foram capazes de reproduzir o modelo de AIM através da PolyI:C, 

contrariamente aos animais machos. Quanto às citocinas, houve um aumento nos níveis de IL-

1β no BO e estriado das ratas fêmeas de 30 e 60 dias, um aumento nas concentrações de TNF-

α no estriado de ratas fêmeas de 60 dias, além de uma redução nos níveis de IL-10 no córtex 

frontal de ratas de 30 dias do grupo PolyI:C. As ratas fêmeas do grupo vacina de 60 dias 

apresentaram aumento nas concentrações de IL-4 no hipocampo e redução de IL-10 no córtex 

frontal, enquanto nas fêmeas de 30 dias houve aumento nos níveis 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. 

 

Lista de abreviaturas: atividade locomotora (AL), discriminação olfatória (DO); C= cruzamentos; L= 

levantamentos; F= familiar; NF= não familiar; 65, 70 e 75dB; bulbo olfatório (B), córtex 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 PolyI:C administrada 

nas mães induziu hiperlocomoção e um comportamento tipo-depressivo na prole de machos 

adultos e foi capaz de reduzir os níveis de citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10) em 

diversas estruturas cerebrais da prole de machos, particularmente, no BO e córtex frontal de 
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ratos de 30 dias; córtex frontal e estriado de machos de 60 dias. A PolyI:C também aumentou 

as concentrações de TNF-α no córtex 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 vacinação materna com H1N1 pode ter melhorado a 

função cognitiva destes animais. Todavia, de modo geral, o presente estudo não verificou um 

melhor desempenho comportamental nos testes avaliados para a prole adulta cujas mães 

receberam a vacina. 

Embora as citocinas pró-inflamatórias tenham respondido de modo diferente em 

machos e fêmeas de 30 e 60 dias, em resumo, a prole exibiu redução nas citocinas anti-

inflamatórias, o que confirma a influencia da AIM (PolyI:C) na vida pós-natal, tanto em 

parâmetros neuroquímicos como comportamentais, particularmente nos machos. Está bem 

descrito que AIM via PolyI:C é capaz de gerar neuroinflamação, desse modo, pode-se salientar 

que as estruturas cerebrais córtex frontal e estriado parecem ter sido as mais vulneráveis ao 

efeito da PolyI:C materna, visto que tais regiões mostraram respostas imunes mais expressivas 

na prole jovem-adulta. 

Para as citocinas pró e anti-inflamatórias na prole de fêmeas e machos jovem-adulta 

de mães vacinadas com H1N1 também não se encontrou um padrão óbvio para tais marcadores, 

os quais mostraram diferentes respostas entre machos e fêmeas aos 30 e 60 dias, sendo que as 

principais alterações inflamatórias foram observadas novamente no córtex frontal e estriado. 

Diante de tudo, torna-se evidente que as citocinas sofrem importantes alterações na vida pós-

natal e, possivelmente, a vacinação materna regula os níveis desses marcadores, os quais 

parecem ser influencidos pela idade, gênero e estrutura cerebral avaliada na prole.  
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6 DISCUSSÃO  

 

Estudos sugerem que a injeção pré-natal de PolyI:C induz a hiperfunção 

dopaminérgica subcortical e o comprometimento cognitivo na prole, representando um modelo 

neurodesenvolvimental de esquizofrenia em roedores (Macedo et al., 2012; Ozawa et al., 2006). 

Desse modo, está bem consolidado que a exposição pré-natal à infecção constitui um importante 

fator de risco para a esquizofrenia (Hadar et al., 2015; Reisinger et al., 2015) e, com base nestas 

evidências, modelos de AIM como a PolyI:C têm sido utilizados para mimetizar alterações 

comportamentais e neuroquímicas da esquizofrenia em animais (Piontkewitz et al., 2012). O 

presente estudo avaliou parâmetros comportamentais de atividade locomotora, comportamento 

tipo-depressivo (splash teste), discriminação olfatória e perfil sensório-motor (IPP), além dos 

níveis cerebrais de citocinas na prole jovem (30 dias) e adulta (60 dias) de ratas Wistar 

submetidas à AIM com PolyI:C ou à vacinação contra influenza A (H1N1) durante a fase 

gestacional, considerando ainda os gêneros: fêmeas e machos. 

A prole de ratos machos e fêmeas de 30 e 60 dias cujas mães receberam os tratamentos: 

salina, vacina (H1N1) e PolyI:C durante a gestação foi avaliada quanto aos parâmetros 

comportamentais de atividade locomotora e exploratória por meio do campo aberto. Por meio 

deste teste, foi verificado que as fêmeas de 60 dias do grupo vacina exibiram menor número de 

cruzamentos e levantamentos quando comparadas ao grupo controle, indicando uma menor 

atividade locomotora e exploratória, respectivamente, das fêmeas adultas. Moreno et al. (2011) 

verificaram que ratos nascidos de mães infectadas pelo vírus influenza na gestação 

apresentaram déficits na atividade locomotora e exploratória, o que parece corroborar ao menos 

em parte, os achados do presente estudo, uma vez que Moreno et al. (2011) relacionam a 

hipolocomoção como uma habituação anormal a um ambiente novo da prole de mães vacinadas 

com a influenza. Por outro lado, Xia et al. (2014a,b) constataram um aumento na atividade 

locomotora e no número de levantamentos na prole jovem (28 dias) de camundongos C57BL/6J 

cujas mães receberam vacina (H1N1 A) inativada ou vacina influenza sazonal.  

Por conseguinte, nenhuma alteração significativa no número 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 reações adversas às vacinas contra a gripe sazonal do que as mulheres, o que confirma 

que machos e fêmeas respondem diferentemente às vacinas contra a gripe. Modelos animais 

mostraram que a imunidade elevada após a vacinação em fêmeas conduz a uma maior proteção 
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cruzada contra novos vírus da gripe em comparação aos machos. Em adição, os hormônios 

esteróides sexuais, incluindo estradiol e testosterona, bem como as particularidades genéticas 

entre os gêneros pode desempenhar importante papel na modulação das diferenças sexuais 

(Schwendener et al., 2009; Weinstock, 2007) quanto às respostas imunes tanto à infecção pelo 

vírus da gripe como à vacinação contra influenza (Klein et al., 2012).  

Moreno et al. (2011) afirmam ser comum pacientes com esquizofrenia exibirem 

agitação psicomotora como hiperatividade ou aumento dos movimentos estereotípicos (Powell 

e Miyakawa, 2006). Adicionalmente, está bem descrito que a ativação imune pré-natal via 

PolyI:C pode desencadear transtornos neurodesenvolvimentais na prole jovem-adulta, inclusive 

sintomas característicos da esquizofrenia em modelos animais (Meyer e Feldon, 2012). No 

presente estudo, os ratos machos de 60 dias do grupo PolyI:C apresentaram um aumento no 

número de cruzamentos, o que corresponde a uma hiperlocomoção dos animais adultos, achado 

consistente às evidências acima relatadas. Resultado similar foi encontrado por Howland et al. 

(2012), o qual observou que o tratamento materno com PolyI:C aumentou significativamente a 

atividade locomotora na prole adulta. Para confirmar tais achados, Koshibu et al. (2004) 

salientam que a PolyI:C pré-natal induz alterações comportamentais na prole (sintomas 

positivos, negativos e cognitivos) semelhantes às observadas na esquizofrenia, todavia, 

reforçam que tais características parecem ser totalmente manifestadas apenas na prole adulta, o 

que condiz ao resultado obtido nesta pesquisa, em que o tratamento materno com PolyI:C 

induziu hiperlocomoção apenas nos ratos machos de 60 dias. 

Além disso, em roedores, a fase pré-puberal também conhecida como periadolescência 

pode ser avaliada no período pós-natal entre os dias 28 e 35 de vida, ao passo que o dia 56 de 

vida marca o início da fase pós-puberal (Koshibu et al., 2004). Baseado no fato de que os 

sintomas da esquizofrenia geralmente iniciam no final da adolescência ou início da vida adulta, 

investigar a prole jovem-adulta se torna relevante, pois fornece um meio valioso para avaliar os 

efeitos da AIM durante o período pré-puberal (isto é, fase prodrômica), bem como na vida 

adulta dos animais (Macedo et al., 2012).  

Pode-se afirmar ainda que a inflamação no cérebro fetal ou neonatal é capaz de alterar 

o desenvolvimento subsequentemente às funções cerebrais, o que pode estar implicado em 

transtornos neurodesenvolvimentais (Hagberg et al., 2012). De modo geral, a exposição 

materna à PolyI:C pode induzir alterações cerebrais que afetam os processos neuronais (Li et 

al., 2012) e, conforme observado neste estudo, podem ter contribuído para a hiperlocomoção 

na prole adulta. Alterações nos sistemas de neurotransmissores, incluindo glutamato, GABA, 
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serotonina e dopamina nos circuitos neuronais foram propostas para sustentar as mudanças 

comportamentais após a AIM (Meyer e Feldon, 2009). De fato, mudanças dinâmicas no sistema 

dopaminérgico nas áreas estriatal e mesencéfalo, após a AIM no início da gestação, estão 

relacionadas às alterações na atividade locomotora em camundongos jovem-adultos 

(Vuillermot et al., 2010). No entanto, ainda não está claro se estas mudanças na atividade 

locomotora também são causadas pelo processamento interrompido em circuitos do córtex pré-

frontal medial (Meyer e Feldon, 2009). É sabido que essa região cerebral está envolvida nas 

respostas comportamentais, porém a AIM também se estende às áreas estriais e límbicas (Meyer 

e Feldon, 2009; Piontkewitz et al., 2012), o que demanda mais pesquisas que especifiquem as 

semelhanças e distinções entre os mecanismos neurobiológicos subjacentes às consequências 

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

Yee et al. (2011) descrevem que o modelo de AIM, inicialmente desenvolvido como 

um modelo neurodesenvolvimental para a esquizofrenia, parece ser relevante para o humor e / 

ou transtornos afetivos como a depressão. De fato, estudos realizados em camundongos 

demonstram que a AIM via PolyI:C causou anormalidades comportamentais como a 

diminuição da exploração ao campo aberto (Smith et al., 2007), menor interação social (Smith 

et al., 2007; Bitanihirwe et al., 2010) e redução do consumo de sacarose pelos animais 

(Bitanihirwe et al., 2010). Tais alterações são consistentes ao 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 parâmetro comportamental tipo-

depressivo por meio do splash teste, o qual retrata o índice de autocuidado (grooming) dos 

animais e, consequentemente, sintomas característicos de depressão em roedores. Os ratos 

machos de 60 dias do grupo PolyI:C não demonstraram preocupação com seu autocuidado, pois 

exibiram diminuição no tempo total de limpeza e menor número de lambidas quando 

comparados ao grupo controle. Tais achados indicam um comportamento tipo-depressivo na 

prole de machos adultos cujas mães sofreram AIM (PolyI:C) e corroboram, em parte, ao estudo 

conduzido por Babri et al. (2014), o qual avaliou o efeito da ativação 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 

depressão na prole de camundongos NMRI swiss no teste nado forçado, porém não alterou o 

comportamento em camundongos C57BL/6 (Babri et al., 2014).  
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Em adição, Enayati et al. (2012) demostraram que a exposição materna ao LPS em 

estágios tardios da gestação (15, 16 e 17 semanas) foi capaz de aumentar os níveis de depressão 

(nado forçado) 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 

PolyI:C apresentaram comportamento tipo-depressivo. Este achado converge às evidências 

apontadas por Weinstock (2007), o qual confirma que a presença de um agente estressor na fase 

gestacional, como a infecção materna, é capaz de comprometer o desenvolvimento do sistema 

límbico e do eixo HPA fetal, resultando em comportamento tipo-depressivo, além de 

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

Convém ressaltar que não foi observado alteração no índice de autocuidado e, portanto, 

qualquer sintoma tipo-depressivo nas ratas fêmeas de 30 e 60 dias dos grupos vacina e PolyI:C. 

Todavia, os dados do presente estudo quanto ao comportamento tipo-depressivo e gênero 

divergem da literatura, uma vez que as fêmeas 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 características podem variar conforme 

gênero, intensidade e momento em que as mães sofrem o estresse pré-natal e ainda dependem 

dos testes comportamentais avaliados na prole. Ademais, os machos parecem ser mais 

vulneráveis ao estresse pré-natal, o que implica em déficits cognitivos na vida tardia, enquanto 

as fêmeas são mais propensas ao desenvolvimento de transtornos afetivos quando expostas ao 

estresse pós-natal ou ao estresse no decorrer da vida (Weinstock, 2007). Ademais, evidências 

sugerem que o aumento da idade se correlaciona a um maior nível de ansiedade e depressão 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 PolyI: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 relação ao grupo controle, sugerindo 

uma preocupação com seu autocuidado. Em contrapartida, os animais machos de 60 dias do 

grupo vacina exibiram uma diminuição no número de lambidas e, portanto, um possível 

comportamento tipo-depressivo. É sabido que o estresse materno, particularmente, aumenta os 

níveis de corticosterona e diminui a testosterona no cérebro-fetal de machos e altera a atividade 

das catecolaminas no cérebro das fêmeas. Neste sentido, os gêneros podem diferir quanto à 

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

exposição de uma mesma situação estressora.  

De fato, Schwendener et al. (2009) apontam um aumento do comportamento 

relacionado ao medo na prole adulta de fêmeas, mas não nos animais machos (camundongos 

C57BL/6). Ainda, a PolyI:C é capaz de alterar o comportamento pós-natal materno, em especial 

o cuidado das mães para com a prole após o nascimento. Schwendener et al. (2009) sugerem 

que o comportamento de medo nas fêmeas está relacionado ao fato destas serem mais sensíveis 

às influências negativas no cuidado materno, o qual desencadeou um estresse pós-natal nestes 

animais em comparação aos machos. Consistente a estes achados, Weinstock (2007) observou 

que o comportamento de ansiedade, medo e depressão se apresenta mais intenso na vida tardia 

de ratas fêmeas estressadas logo após o nascimento que nos machos. Os animais machos cujas 

mães foram expostas a agentes estressores na fase gestacional apresentam mais déficits no 

desempenho cognitivo quando comparado às fêmeas. Estes achados indicam que os machos são 

mais vulneráveis ao estresse pré-natal, enquanto as fêmeas são mais propensas ao 

desenvolvimento de transtornos afetivos quando expostas ao estresse pós-natal ou no decorrer 

da vida (Weinstock, 2007). No presente estudo, não foi realizada comparação estatística entre 

machos e fêmeas, porém foi perceptível 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 hiperlocomoção e um comportamento tipo-

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

No teste de discriminação olfatória foi observado que os animais fêmeas e machos de 

30 dias dos grupos controle, vacina e PolyI:C permaneceram mais tempo no ambiente familiar. 

Na vida adulta (60 dias), as fêmeas, com exceção do grupo controle, bem como os ratos machos 

de todos os grupos apresentaram mudança comportamental, visto que gastaram mais tempo no 

ambiente não familiar. Este tipo de comportamento pode ser considerado normal para os 

animais do grupo controle e, possivelmente, para os animais do grupo vacina, devido ao padrão 

exploratório de roedores. Segundo Prediger et al. (2005a,b) os animais são capazes de distinguir 

o odor do compartimento familiar e não familiar, sendo geralmente comum gastarem mais 

tempo no ambiente familiar, uma vez que preferem seu próprio odor. Todavia, sabe-se que os 

roedores têm caráter exploratório, assim, a exploração do ambiente não familiar também pode 

ser considerada um comportamento padrão dos animais. Em contrapartida, o tempo de 

permanência semelhante em ambos os ambientes familiar e não familiar, como ocorreu com as 

fêmeas de 60 dias do grupo controle, está associado ao prejuízo no déficit olfatório, visto que 
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neste caso, os animais não optam por permanecer mais tempo em um dos dois compartimentos 

(Prediger et al., 2005a,b). 

Diante do achado obtido para as ratas fêmeas adultas do grupo controle cujas mães 

receberam o tratamento (solução salina) durante a gestação, algumas hipóteses poderiam 

explicar tal dado: fatores como a manipulação e a própria injeção das mães, o local de realização 

do teste comportamental com a prole, além do gênero dos animais devem ser considerados, 

uma vez que machos e fêmeas podem responder de forma diferente ao mesmo estímulo 

materno, apesar de ser no grupo controle. Tudo isso pode ter desencadeado uma resposta 

adversa na vida pós-natal da prole controle e, assim, interferir no desempenho comportamental 

(funções olfativas) em particular nas fêmeas, o que pode ao menos em parte, justificar o 

provável déficit olfatório encontrado nestas ratas, incluindo os possíveis erros experimentais. 

As fêmeas e machos de 30 e 60 dias do grupo PolyI:C permaneceram mais tempo em 

um dos ambientes, não demonstrando prejuízo olfatório, o que contraria dados da literatura, a 

qual aponta que ratos neonatos cujas mães foram expostas à AIM por LPS apresentaram 

deficiência no comportamento olfatório na busca de um novo ambiente e na aprendizagem 

associativa ao odor (Baharnoori et al., 2012). Ademais, Liu et al. (2013) confirmam uma 

discriminação olfatória comprometida na prole adulta de mães expostas à AIM por PolyI:C e 

reforçam que esse déficit pode ser considerado um biomarcador para a esquizofrenia. Quando 

avaliado o parâmetro “cruzamentos”, tanto as fêmeas como os machos de 60 dias do grupo 

PolyI:C, demonstraram um aumento no número de cruzamentos, indicando uma 

hiperlocomoção destes animais.  

As fêmeas e machos de 60 dias do grupo vacina gastaram mais tempo no ambiente não 

familiar que no familiar, comprovando uma alteração neste parâmetro comportamental e uma 

maior atividade exploratória dos animais na vida adulta. As fêmeas de 30 e 60 dias, bem como 

os machos de 30 dias do grupo vacina demonstraram um aumento no número de cruzamentos 

quando comparados ao grupo controle, o que sugere uma maior locomoção destes animais, em 

especial jovens, entre os ambientes familiar e não familiar.  

Muitos estudos têm demonstrado que a IPP, uma medida da ativação sensório-motora, 

está prejudicada na prole de ratos e camundongos tratados com PolyI:C durante a gravidez (Li 

et al., 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 fêmeas e machos aos 30 e 60 dias de vida 

cujas mães foram tratadas com salina, vacina ou PolyI:C durante a gestação. De modo geral, 

nenhuma alteração no perfil sensório-motor dos animais fêmeas e machos de 30 e 60 dias do 
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grupo PolyI:C foi observada, o que contraria em partes, evidências preliminares (Giovanoli et 

al., 2016; Garay et al., 2013; Mattei et al., 2017; Meehan et al., 2017), as quais retratam uma 

diminuição no percentual de IPP e, portanto, deficit no perfil sensório-motor da prole de mães 

tratadas com PolyI:C.  

No entanto, estudo conduzido por Hadar et al. (2015) verificou que a AIM foi capaz 

de prejudicar o perfil sensório-motor apenas na idade adulta tardia (100 dias), mas não 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 PolyI:C também 

não apresentou alteração no percentual de IPP e, portanto, déficit cognitivo. 

O tratamento pré-natal com LPS também levou à indução de um déficit 

comportamental via IPP, o qual surgiu primeiro na puberdade e persistiu ao longo da vida adulta 

(Romero et al., 2010). De fato, está consolidado que a AIM, em particular a PolyI:C, pode 

desencadear transtornos neurodesenvolvimentais na prole jovem-adulta, inclusive sintomas 

característicos da esquizofrenia em modelos animais (Meyer e Feldon, 2012). Assim, mudanças 

na atividade locomotora, comportamentos relacionados às emoções (ansiedade, depressão) e às 

funções cognitivas (IPP) são observadas no modelo animal de esquizofrenia, sendo fenótipos 

comportamentais considerados critérios úteis para modelos animais de transtornos psiquiátricos 

(Jaaro-Peled et al., 2010). 

É sabido que os déficits de bloqueio sensorial, conforme refletidos na IPP prejudicada, 

constituem uma das principais características da esquizofrenia (Braff et al., 2001). Sendo um 

fenômeno de espécies cruzadas (Swerdlow et al., 2008), a IPP se mostrou anteriormente 

interrompida em descendentes de PolyI: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 está em 

desacordo com a presente pesquisa cuja prole jovem-adulta do grupo PolyI:C não apresentou 

dano cognitivo, segundo o teste de IPP. Uma hipótese para explicar tal resultado poderia se 

basear na idade dos animais (30 e 60 dias), apesar de estar bem descrito o dano cognitivo na 

IPP em roedores adultos. Todavia, considerando que Hadar et al. (2015) observou que a AIM 

foi capaz de prejudicar o perfil sensório-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 três intensidades avaliadas (65, 70 e 75dB), exibiram um 

aumento significativo no percentual de IPP, sugerindo que a vacina pode ter melhorado a função 

cognitiva destes animais. De fato, evidências têm demonstrado que a vacinação 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 pós-natal, em especial, na cognição (Kim et al., 2012; 

Xia et al., 2014b). De modo geral, o presente estudo não verificou um melhor desempenho 

comportamental da prole, machos ou fêmeas, cujas mães receberam a vacina (H1N1) nos testes 

atividade locomotora, splash e discriminação olfatória. Por outro lado, este achado obtido para 

os ratos machos de 60 dias na função sensório-motora se mostra relevante, uma vez que está 

em concordância com a literatura. 

Estudos referem que o comprometimento comportamental e cognitivo na vida jovem-

adulta da prole de mães expostas a AIM por meio da PolyI:C ou LPS está relacionado à ativação 

de citocinas (Meyer et al., 2006a,b; Garay et al., 2013), as quais influenciam processos 

neuroquímicos e causam alterações morfológicas. Por tais motivos, este estudo avaliou os 

níveis de citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-4 e IL-10) nas estruturas cerebrais (BO, córtex frontal, 

hipocampo e estriado) na prole jovem-adulta de ratas Wistar submetidas à vacinação contra 

influenza A (H1N1) e comparou esses parâmetros na prole de ratas induzidas à infecção com 

PolyI:C durante a gestação, considerando o gênero: ratos machos e fêmeas.  

Os resultados apontam um aumento nos níveis de IL-1β no BO e estriado das ratas+7 

fêmeas de 30 dias, bem como maiores concentrações de IL-1β e TNF-α no estriado das fêmeas 

de 60 dias, alterações estas observadas no grupo PolyI:C. De modo contrário, para os animais 

machos de 30 dias do grupo PolyI:C houve redução nos níveis de IL-1β no córtex frontal, 

hipocampo e estriado, enquanto os níveis de TNF-α aumentaram no córtex frontal de machos 

de 30 dias do grupo PolyI:C. Para as citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10), de modo geral, 

não foram verificadas alterações em seus níveis nas ratas fêmeas de 30 e 60 dias do grupo 

PolyI:C, exceto para as ratas fêmeas de 60 dias, as quais apresentaram redução nos níveis de 

IL-10 no córtex frontal. Nos animais machos, em resumo, houve redução nos níveis destas 

citocinas, tais como: diminuição nas concentrações de IL-10 no BO e córtex frontal de ratos de 

30 dias; níveis diminuídos de IL-4 no córtex frontal e estriado de machos de 60 dias e redução 

de IL-10 no estriado de ratos de 60 dias, todos animais do grupo PolyI:C.  

Garay et al. (2013) avaliaram os níveis de citocinas (IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-

6, IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα) em soro e em regiões cerebrais (córtex frontal e cingulado e 

hipocampo) da prole de machos e fêmeas em diferentes idades de vida (0, 7, 14, 30 e 60 dias 

de vida), cujas as mães foram expostas à AIM por meio da PolyI:C. O estudo verificou que a 

maioria das citocinas inflamatórias estão presentes em soro e cérebro da prole ao longo do 

desenvolvimento, sendo que a AIM induz mudanças nos níveis destas citocinas em cérebro e 
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soro, as quais variam conforme a região e a idade dos animais e seguem padrões inesperados e 

distintos na prole. Dentre os resultados, foi observado no córtex frontal e cingulado que diversas 

citocinas, principalmente pró-inflamatórias, se mostraram elevadas ao nascimento da prole (Dia 

0), seguidas por níveis diminuídos durante os períodos de sinaptogênese e plasticidade (Dias 

14 e 30) e novamente aumentaram na vida adulta (Dia 60). As citocinas também estavam 

alteradas no hipocampo pós-natal, mas em um padrão distinto das outras áreas cerebrais (Garay 

et al., 2013). Os achados acima, particularmente quanto à estrutura cerebral se mostraram 

similares aos encontrados nesta pesquisa, uma vez que o córtex frontal seguido pelo estriado, 

foi a região cerebral que apresentou alterações nos níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias.  

Doravante, não se sabe exatamente por quais motivos o córtex frontal e estriado foram 

as estruturas mais susceptíveis às alterações inflamatórias neste estudo. Pesquisa conduzida por 

Anjos et al. (2013) refere que fatores estressores maternos (infecção, deficiência nutricional) 

podem afetar o desenvolvimento e a função estrutural do cérebro na vida pós-natal, inclusive o 

córtex cerebral. Esta região em humanos é pré-formada no útero materno e continua seu 

amadurecimento durante a vida pós-natal através da rápida proliferação de células progenitoras. 

Em torno de 2 anos de idade, há sinaptogênese e plasticidade em larga escala e a reorganização 

de redes neuronais no córtex permanece até a adolescência (Huttenlocher e Dabholkar, 1997). 

Em roedores, tal formação ocorre similarmente, iniciando após o 11º dia gestacional e 

persistindo na fase pós-natal (McGarel et al., 2015). Em adição, mudanças comportamentais, 

por exemplo na atividade locomotora, parecem ser causadas pelo processamento interrompido 

em circuitos do córtex pré-frontal medial (Meyer e Feldon, 2009), no entanto, anormalidades 

induzidas pela AIM também envolvem áreas estriais (Piontkewitz et al., 2012). Sabendo-se que 

a AIM via PolyI:C é capaz de gerar neuroinflamação, conforme evidenciado acima, convém 

salientar que estruturas cerebrais como córtex frontal e estriado parecem ser consideralvemente 

vulneráveis a alterações imune mediante a presença 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, gênero e regiões 

cerebrais dos animais devem ser considerados para justificar as diferenças observadas nos 

níveis das citocinas estudadas. Dados desta pesquisa indicam que as citocinas IL-4 e IL-10, 

particularmente no córtex frontal e estriado, reduziram na prole de machos cujas mães sofreram 

AIM (PolyI:C), independentemente da idade dos animais, o que está parcialmente de acordo 

com os resultados de Garay et al. (2013), os quais demonstraram que a maioria das citocinas 
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diminuiu de modo significativo no córtex frontal, apesar do estudo acima afirmar que essa 

redução acontece prioritariamente durante os períodos de plasticidade. Por outro lado, para as 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α), resultados diversos foram encontrados na prole, 

variando conforme idade, gênero e estruturas cerebrais. No entanto, de certa forma, vale 

ressaltar que houve um aumento da neuroinflamação na prole de mães tratadas com PolyI:C, 

particularmente dos níveis de IL-1β no estriado das fêmeas de 30 e 60 dias, além das 

concentrações aumentadas de TNF-α no estriado de fêmeas de 60 dias e no córtex frontal de 

machos de 30 dias. De fato, estudos têm elucidado que as concentrações destes marcadores no 

cérebro em desenvolvimento se alteram com a idade e algumas mudanças são específicas de 

determinada área cerebral, porém o mecanismo pelo qual isso ocorre permanece 

incompreendido (Garay et al., 2013; Estes e McAllister, 2014; 2015). 

Está bem descrito que as concentrações plasmáticas de citocinas maternas (TNF-α, IL-

10, IL-1β, IL-4 e IFN-β) se mostram aumentadas após infecção durante a gravidez, o que pode 

impactar o neurodesenvolvimento e contribuir para transtornos na prole, mas não são 

necessariamente suficientes para induzir mudanças 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 pró-

inflamatórias compromete a neurogênese e, considerando que a AIM aumenta a liberação 

destas, em especial IL-1β, IL-6 e TNF-α, é possível que a elevação destes marcadores na vida 

jovem-adulta da prole desencadeie prejuízos neurogênicos e, consequentemente, alterações 

comportamentais.  

Neste estudo não foram avaliados parâmetros de neurogênese e, embora as citocinas 

pró-inflamatórias tenham respondido de modo diferente em machos e fêmeas de 30 e 60 dias, 

de modo geral, a prole cujas mães receberam PolyI:C durante a gestação exibiu redução nas 

citocinas anti-inflamatórias. Ademais, para os testes comportamentais, os dados apontam em 

especial, que a prole de machos adulta (60 dias) apresentou hiperlocomoção e um 

comportamento tipo-depressivo nos testes atividade locomotora e splash teste, respectivamente, 

confirmando a influencia da AIM na vida pós-natal da prole, o que também corrobora achados 

de Koshibu et al. (2004) sobre o fato da PolyI:C pré-natal induzir alterações comportamentais 

na prole apenas na vida adulta. 

Diante disso, está bem descrito que fatores estressores durante a gestação, como 

infecções, podem comprometer a saúde 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 imunológicos e inflamatórios, 

como IFN-γ, LPS e PolyI:C induzidos por eventos estressores, especialmente em períodos 

críticos (fase gestacional) e por acontecimentos diversos ao longo vida, ativam a microglia no 

SNC e essa ativação tem sido associada às doenças cerebrais (Najjar et al., 2013). Estas 

interações neurônio-microglia podem levar a lesão e perda neuronal e, inclusive, ser um dos 

fatores importantes na fisiopatologia dos transtornos psiquiátricos como a esquizofrenia (Monji 

et al., 2009; Zhao et al., 2014; Réus et al., 2015). 

Estudos suportam a ideia de que em determinada região do cérebro, o perfil de 

citocinas que é alterado na prole pela AIM difere conforme a idade. Essa resposta dinâmica não 

deve ser inesperada, pois as citocinas regulam a expressão de diversos feedback positivos e 

negativos para manter respostas imunes e o equilíbrio homeostático, desse modo, não 

funcionam isoladamente, mas sim em redes complexas (Careaga et al., 2010; Giovanoli et al., 

2013; Arsenault et al., 2014). Garay et al. (2013), inclusive, não encontraram um padrão óbvio 

nas mudanças específicas por idade em termos de alternância para as citocinas pró ou anti-

inflamatórias e, portanto, salientam que essa classificação é apenas parcialmente útil, uma vez 

que a maioria das citocinas pode ter ação pró ou anti-inflamatória, dependendo do contexto 

celular onde atuam, dos efeitos biológicos e dos níveis de outras citocinas, o que faz com que 

possam variar amplamente. Consistente a estes dados, os resultados do presente estudo 

confirmam que as citocinas são de fato cronicamente alteradas na vida pós-natal da prole de 

mães tratadas com PolyI:C, porém parecem variar conforme os fatores anteriormente citados. 

Embora a ativação imunológica pré-natal semelhante a vírus per se possa não causar 

anormalidades gliais evidentes e a inflamação associada a alterações cerebrais na prole, sinais 

de superativação microglial e exacerbação das citocinas inflamatórias em áreas do SNC podem 

ser induzidas na prole quando estão adicionalmente expostas ao estresse da vida pós-natal 

(Giovanoli et al., 2013). Além disso, a sensibilização imune pré-natal com PolyI:C, por 

exemplo, é capaz de aumentar significativamente a vulnerabilidade do cérebro da prole a 

alterações imunes em resposta ao estresse, visto que os efeitos a longo prazo da AIM em 

parâmetros inflamatórios podem não ser aparentes sob condições basais, mas ser ativados 

quando a prole for exposta a desafios ambientais, como estresse ou infecção aguda durante a 

vida pós-natal (Krstic et al., 2012). 

Neste estudo, a prole de fêmeas jovem (30 dias) de mães vacinadas durante a gestação 

não exibiu alterações nos níveis das citocinas IL-1β e TNF-α. Os ratos machos de 30 dias do 

grupo vacina apresentaram níveis diminuídos de IL-1β no córtex frontal, enquanto os machos 
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de 60 dias demonstraram redução nas concentrações de IL-1β no BO, córtex frontal e estriado. 

Para a citocina IL-4, houve aumento em seus níveis no hipocampo de fêmeas de 60 dias e 

aumento nos níveis de IL-10 no córtex frontal de fêmeas de 30 dias do grupo Vacina, porém se 

verificou uma redução dos níveis de IL-10 no córtex frontal de fêmeas de 60 dias. 

Contrariamente, nos animais machos de 60 dias houve redução nas concentrações de IL-4 no 

estriado, bem como os níveis de IL-10 diminuiram no BO e córtex 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 considerável nas concentrações plasmáticas e hipocampais de citocinas anti-

inflamatórias (IL-2, IL-4 e IFN-γ) e diminuição nos níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-6 

e TNF-α) na prole (7 dias de vida) de mães vacinadas com H1N1 na gravidez. Todavia, 

nenhuma mudança nas concentrações de IL-1β foram observadas em soro ou no hipocampo dos 

animais avaliados. Em adição, Xia et al. (2014b) constataram um aumento da proliferação 

celular, maior produção de neurônios e melhor memória espacial na prole adulta de mães 

vacinadas durante a gestação, sugerindo que os possíveis mecanismos de mediação do 

desenvolvimento do cérebro pós-natal podem ser influenciados por alterações nos níveis de 

citocinas e fatores de crescimento. Por fim, os autores reforçam que a teoria anteriormente 

propagada de que a infecção materna ou AIM via vacinação resulta na inibição da neurogênese 

e anormalidades comportamentais na prole (Zhao et al., 2008; French et al., 2013) foi 

desmistificada pelos resultados do seu estudo, pois propõem que o estado imunológico materno 

alterado pela vacinação pode contribuir para a neurogênese e, inclusive, melhorar a resposta 

comportamental, diferentemente de relatos clínicos anteriores. Associado a isso, estudos 

sugerem que o perfil específico de cada citocina desempenha um papel crítico na resposta imune 

neuroprotetora (Butovsky et al., 2006; Xia et al., 2014b). 

Contudo, para os resultados das citocinas pró e anti-inflamatórias da prole de fêmeas 

e machos de 30 e 60 dias cujas mães receberam vacina (H1N1) durante a gestação nesta 

pesquisa, também não se encontrou um padrão óbvio para tais marcadores. No entanto, diante 

dos achados deste estudo, torna-se evidente que as citocinas sofrem importantes alterações na 

vida pós-natal e, possivelmente, a vacinação materna regula os níveis desses marcadores, os 

quais parecem ser influencidos pela idade, gênero e estrutura cerebral avaliada na prole, 

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

Embora os gatilhos gerados pela AIM, seja via PolyI:C ou através da vacinação com 

H1N1 durante a fase gestacional, o perfil limitado das citocinas avaliadas no cérebro da prole 
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não significa, per se, uma resposta inflamatória clássica (Harvey e Boksa, 2012; Glynn, 2011), 

pois pouco se sabe sobre como estas formas de ativação imunológica alteram o 

neurodesenvolvimento do cérebro. Uma hipótese é que a AIM leva a mudanças duradouras na 

expressão de moléculas imunes fundamentais para regular a conectividade e o funcionamento 

neural na prole (Estes e McAllister, 2015). No entanto, o que parece de fato estar bem 

consolidado é que os níveis de numerosas citocinas cerebrais são alterados ao longo do 

desenvolvimento e na idade adulta da prole cujas mães foram expostas à AIM, porém se 

modificam conforme a idade e ainda são específicos de determinada área cerebral (Estes e 

McAllister, 2014; 2015; 2016). 
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7 CONCLUSÃO 

O presente estudo constatou que a prole de machos adulta (60 dias) de mães tratadas 

com PolyI:C durante a gestação apresentou uma hiperlocomoção e um comportamento tipo-

depressivo nos testes atividade locomotora e splash test, respectivamente, indicando que a 

infecção pré-natal está implicada nos transtornos neurodesenvolvimentais. Estes resultados 

também sugerem que a prole de machos adulta demonstrou uma melhor resposta em mimetizar 

o modelo animal de AIM. A PolyI:C administrada nas mães foi capaz de reduzir os níveis de 

citocinas anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10), particularmente, no BO e córtex frontal de machos 

de 30 dias; córtex frontal e estriado de ratos de 60 dias. Houve um aumento nos níveis de IL-

1β no BO e estriado das ratas fêmeas de 30 e 60 dias, além de um aumento nas concentrações 

de TNF-α no estriado de fêmeas de 60 dias e no córtex frontal de machos de 30 dias do grupo 

PolyI:C. Embora as citocinas pró-inflamatórias tenham respondido de modo diferente em 

machos e fêmeas de 30 e 60 dias, a prole exibiu redução nas citocinas anti-inflamatórias, o que 

confirma a influencia da AIM (PolyI:C) na vida pós-natal, tanto em parâmetros neuroquímicos 

como comportamentais. Também convém salientar que o córtex frontal e o estriado parecem 

ter sido as estruturas cerebrais mais vulneráveis ao efeito da PolyI: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 vacinação materna (H1N1) pode ter melhorado a função cognitiva 

destes animais. Todavia, o presente estudo não verificou um melhor desempenho 

comportamental para a prole adulta cujas mães receberam a vacina, mas este achado na função 

sensório-motora se mostrou relevante. Para as citocinas pró e anti-inflamatórias na prole jovem-

adulta de fêmeas e machos de mães vacinadas com H1N1 também não se encontrou um padrão 

óbvio para tais marcadores, os quais mostraram diferentes respostas entre machos e fêmeas aos 

30 e 60 dias, sendo que as principais alterações inflamatórias foram observadas no córtex frontal 

e estriado. Convém mencionar que as citocinas sofrem importantes alterações na vida pós-natal 

e, possivelmente, a vacinação materna regula os níveis destas moléculas, as quais parecem ser 

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

O cérebro em desenvolvimento é altamente susceptível a agressões ambientais, seja 

via PolyI:C ou através da vacinação (H1N1) materna, o que aumenta o risco de transtornos 

neuropsiquiátricos na prole. Neste sentido, os achados deste estudo confirmam a importante 

associação entre a imunização pré-natal e o desenvolvimento cerebral alterado, o qual é capaz 

de contribuir para alterações comportamentais em algum momento da vida da prole. 
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