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Resumo

A presenca de infeccdo durante a gravidez pode aumentar
consideravelmente a incidéncia de transtornos neurodesenvolvimentais
nos filhos, em especial esquizofrenia e autismo, além de ansiedade e
depressdo. Desde 2005 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que mulheres gravidas sejam vacinadas contra influenza A.
No entanto, a utilizacdo desta vacina durante a gravidez permanece
limitada, devido as preocupacdes sobre o desenvolvimento do feto e os
possiveis efeitos teratogénicos, uma vez que a gravidez é um critério de
exclusdo para a participacdo em ensaios clinicos com vacinas. Assim, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar o0s parametros
comportamentais de déficit olfatorio, ansiedade, atividade locomotora e
comportamento tipo-depressivo, além dos niveis de neurotrofinas (NTs)
na prole adulta de ratas Wistar submetidas a vacinagdo contra influenza
A e comparar esses parametros na prole de ratas induzidas a uma
infeccdo com Polyl: C durante a gestacdo. Utilizaram-se ratas Wistar
gestantes, as quais foram divididas em trés grupos: 1) grupo controle
gue recebeu salina; 2) grupo administrado com a vacina contra influenza
A (H1IN1); 3) grupo Polyl: C, submetido a uma Unica injecéo de Polyl:
C; todas administradas no 9° dia de gestacdo. Apds o desmame, 0s
filhotes machos e fémeas foram agrupados conforme o tratamento
materno e, ao completarem 60 dias, ambas as proles foram submetidas
aos testes comportamentais: discriminacdo olfatoria, labirinto em cruz
elevada, atividade locomotora e splash teste. Apds os testes, 0s animais
foram decapitados e suas estruturas cerebrais (cortex frontal,
hipocampo, estriado e bulbo olfatério - BO) retiradas para analises dos
niveis de fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF) e fator de
crescimento neuronal (NGF). De modo geral, os resultados apontaram
que a ativagdo imune materna (AlM) por Polyl: C foi capaz de induzir
déficit olfatério, um comportamento tipo-depressivo e alterou a
atividade locomotora na vida tardia da prole, independentemente do
género, confirmando que a infeccdo pré-natal estd implicada nos
transtornos neurodesenvolvimentais. Em relacdo aos efeitos da vacina
HIN1 na gestacdo sobre a prole adulta, ao associar os resultados
comportamentais e os niveis de NTs, observou-se que a vacina apenas
alterou o comportamento tipo-depressivo nos ratos machos. Todavia, 0
fato dos niveis cerebrais de BDNF e NGF estarem diminuidos nestes
animais poderia contribuir na compreensdo deste achado






comportamental, uma vez que a reducdo das NTs pode comprometer a
angiogénese e neurogénese cerebral e, em consequéncia, influenciar na
resposta comportamental dos animais H1N1. Verificou-se ainda que a
vacina contra influenza A na gravidez aumentou os niveis de BDNF
apenas no cortex frontal de ratas fémeas, sugerindo que os niveis desta
NT foram influenciados pela vacina HIN1 durante a gestacdo, a qual
pode ter exercido um efeito protetor a longo prazo, embora somente
neste parametro neuroquimico. Por fim, dados da literatura confirmam
gue vacinacdo na fase pré-natal induz uma resposta imune protetora em
processos neuronais, como a neurogénese, e no comportamento da prole
adulta, sugerindo que os possiveis mecanismos de mediacdo do
desenvolvimento do cérebro pés-natal estdo relacionados aos fatores
neurotréficos, bem como a liberacdo de citocinas e questdes hormonais,
as quais devem ser investigadas em pesquisas posteriores.

Palavras-chaves: Ativacdo imune materna, Polyl: C, vacina contra
influenza A (HIN1), gestacdo, modelo animal, transtornos
neurodesenvolvimentais.relacdo ao teste de meméria de habituacdo ao
campo aberto houve






Abstract

The presence of infection during pregnancy can greatly increase the
incidence of neurodevelopmental disorders in children, especially
schizophrenia and autism, as well as anxiety and depression. Since
2005, the World Health Organization (WHQ) recommends that pregnant
women be vaccinated against influenza. However, the use of this
vaccine during pregnancy remains limited due to concerns about its
potential effect on fetal development and possible teratogenic effects,
since pregnancy is an exclusion criteria for participation in clinical trials
with vacines. Thus, the present study aimed to evaluate the behavioral
parameters of olfactory deficit, anxiety, locomotor activity and type-
depressive behavior, as well as levels of neurotrophins (NTs) in adult
male and female offspring subjected to influenza A vaccination and to
compare these parameters in the offspring of rats induced with Polyl: C
infection during gestation. Pregnant Wistar rats were used, which were
divided into three groups: 1) control group that received saline; 2) group
administered with influenza A (H1N1) vaccine; 3) Polyl: C group,
subjected to a single Polyl: C injection; All administered on the 9th day
of gestation. After weaning, the male and female offspring were
grouped according to maternal treatment, and at 60 days, both offspring
were subjected to behavioral tests: olfactory discrimination, elevated
plus maze, locomotor activity and splash test. After these tests, animals
were decapitated and their brain structures (frontal cortex, hippocampus,
striatum and olfactory bulb - OB) were removed for biochemical
analyzes of NTs levels: brain derived neurotrophic factor (BDNF) and
neuronal growth factor (NGF). In general, results indicate that maternal
immune activation (AIM) by Polyl: C was able to induce olfactory
deficit, the type-depressive behavior and altered locomotor activity in
adult offspring, regardless of sex, confirming that the prenatal infection
implicated in neurodevelopmental disorders. In relation to the effects of
the HIN1 vaccine on gestation on adult offspring, by associating the
behavioral results and the levels of NTs, it was observed that the vaccine
only altered the type-depressive behavior in the male rats. However, the
fact that brain levels of BDNF and NGF are decreased in these animals
could contribute to the understanding of this behavioral finding, since
the reduction of NTs may compromise angiogenesis and neurogenesis
and, consequently, influence the behavioral response of HIN1 animals.
It was also found that influenza A vaccine in pregnancy increased the
levels of BDNF only in the frontal cortex of female rats, suggesting that






the levels this NT were influenced by the HIN1 vaccine during
gestation. This suggests that prenatal vaccination exerted a protective
effect in the long term, although only in this neurochemical parameter.
After all, data from the literature confirm that prenatal vaccination
induces a protective immune response in the neuronal processes, such as
neurogenesis, and in the adult offspring behavior, suggesting that the
possible mechanisms of mediating the development of the postnatal
brain are related to neurotrophic factors, as well as release of cytokines
and hormone issues, which should be investigated in later research.

Key words: Maternal immune activation, Polyl: C, influenza A (HIN1)
vaccine, gestation, animal model, neurodevelopmental disorders.






LISTA DE ABREVIATURAS

AIM - Ativacdo Imune Materna.

ANOVA - Anélise de Variancia.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

BDNF - Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro, do inglés Brain
Derived Neurotrophic Factor.

BO - Bulbo Olfatorio.

CEUA - Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais.

CNTF - Fator Neurotrdfico Ciliar, do inglés Ciliary Neurotrophic
Factor.

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.
CXCLL1 - Fator de Estimulacédo de Colbnias de Granuldcitos, de Proteina
Quimiotaxia de Mondcitos e KC, do inglés Granulocyte Colony
Stimulation Factor, Monocyte Chemotactic Protein and KC.

EGTA - Etileno Glicol (2-aminoetil éter)-N, N, N'N' Acido Tetraacético.
EPM - Erro Padrdo da Média.

GD - Giro Danteado.

NGF - Fator de Crescimento Nervoso, do inglés Nervous Growth
Factor.

GDNF - Fator Neurotrofico Derivado da Glia, do inglés Neurotrophic
Factor Derived from Glia.

H1N1 - Influenza A.

HPA - Hipotalamo-Hipofise-Adrenal.

IFN - Interferons.

IFNa - Interferon Alfa.

IFNy - Interferon Gama.

IL - Interleucinas.

IL-6 - Interleucina 6.

NFkB - Fator de Transcri¢do Nuclear-x B.

LIF - Fator Inibidor de Leucemia, do inglés Leukemia Inhibitory Factor.
LPS - Lipopolissacarideo.

NTs - Neurotrofinas.

NT-3 - Neurotrofina 3.

NT-4 - Neurotrofina 4.

OMS - Organizacdo Mundial de Salde.

OSM - Oncostatina M.

PMSF - Fllor Fenilmetilsulfonil.






Polyl: C - Acido Poliriboinosinico-Poliribocitidilico, do inglés
polyriboinosinic-polyribocytidilic.

SNC - Sistema Nervoso Central.

SNP - Sistema Nervoso Periférico.

SZV - Zona Zubventricular.

TBS - Tampao Fosfato Salino.

TNF-a - Necrose Tumoral-a, do inglés Tumoral Necrosis-a.

TrkB - Receptor Tirosina Quinase, do inglés Receptor Tyrosine Kinase.
UNESC - Universidade do Extremo Sul Catarinense.






Sumario

L INTRODUGAO.........oooeeeeeeeeieeeeieseeeseiesseeseessessessssassssnasn s 21
1.1 ATIVACAO IMUNE MATERNA (AIM) DURANTE A
GESTACAO E TRANSTORNOS NEURODESENVOLVIMENTAIS
NA PROLE ......c..ooieieeeeeteeeee e seesees s sessaes s, 21
1.2 VACINACAO CONTRA INFLUENZA A DUTANTE A
GESTACAO E SEUS EFEITOS NA VODA TARDIA DA PROLE

RELACIONADOS AOS TRANSTORNOS
NEURODESENVOLVIMENTAIS. ....coivieeeeteeeeeeeeeeeeer e, 25
1.3 NEUROTROFINAS. ...c..cooeteeeeeeeeeeeeeeeeeeee s e et enensen e eeesenen 27
2 OBJIETIVOS. .. oooeoeeeeeeeeeeeeeteee et s ettt en e ee s eneeeees 31
2.1 2.1 GERAL oottt ettt ettt 31
2.2 2.2 ESPECIFICOS. ....coiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 31
BMETODOLOGIA. ... oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
3.1 ASPECTOS ETICOS.c.oieieeeeeteeeeeeeeeet ettt 32
3.2 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.......coc...... 32

3.3 ADMINISTRACAO DE SALINA, VACINA CONTRA
INFLUENZA A (HIN1) E POLYL: C NAS RATAS GESTANTES...35

3.4.1 Discriminacgao olfatlria..........ccoccoveieieicieieinsiieieesee s 36
3.4.2 Labirinto em cruz elevada (Elevated Plus-Maze)................... 37
3.4.3 Atividade l0COMOtOra.........cccvevveeieiiecieectee et 37
3.4.4 SPIash TESLE......ocvcv e 37
3.5 ANALISES NEUROQUIMICAS......c.coovoieeeieeeeeeeeeeee e, 38
3.5. 1 NiveiSs BDNF @ NGF.........cocoiiiiiiececccceeceeeeeeee e 38
3.6 ANALISES ESTATISTICAS. ..o 38
4. RESULTADO . ..ottt 40
4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS.......oooo e, 40
4.1.1 Discriminagao olfatoria.........ccoovevirienniiee e 40
4.1.2 Labirinto em cruz elevada (Elevated pluz maze)................... 42
4.1.3 Atividade [0COMOTOTa.........ccuevveiiiiiicecree e 43
4.1.4 SPIash teSTe.......cccvvviiiecie e s 45
4.2 Analises NeUuroguimiCas.........ccccevveveieriereeienieesieseree e s 48
4.2.1 Niveis cerebrias de BDNF € NGF.........c..ccocoeiviiecciece e, 48
B DISCUSSAO........oceeeeeeieieeseeeeeeee e sss s 53
B CONCLUSAO.........ooeieeeeeeeeeeeeeee e, 67
REFERENCIAS.........ooceeeeeeeeeeteeveeeeeee s veses s 68






21
1 INTRODUCAO

11 ATIVACAO IMUNE MATERNA (AIM) DURANTE A
GESTACAO E TRANSTORNOS NEURODESENVOLVIMENTAIS NA
PROLE

O adequado desenvolvimento fetal durante a gestacdo é de
suma importancia, visto que a presenca de algum fator estressor na fase
pré-natal pode levar a sérias consequéncias ao longo da vida na prole
(Nunes e Madhi, 2015). De fato, tem sido descrito na literatura que a
infeccdo viral ou bacteriana durante o 1° ou 2° trimestre de gravidez esta
fortemente associada a predisposicdo de transtornos afetivos e
psiquiatricos na vida tardia da prole (Boksa, 2010; Jurgens et al., 2012).

A etiologia dos transtornos psiquiatricos
neurodesenvolvimentais como esquizofrenia, autismo, ansiedade e
depressdo envolve alteragcBes na formacdo cerebral (Brandon e Sawa,
2011). Assim, eventos adversos no Utero podem influenciar 0s processos
criticos do desenvolvimento do cérebro dos filhos e predispor o
aparecimento de doengas mentais na idade jovem-adulta (Brown, 2006).

Um dos mais significativos fatores de risco ambientais para a
esquizofrenia é a infeccdo no 1° (Brown et al., 2006) e 2° trimestre de
gestacdo (Clarke et al., 2006), a qual pode afetar o desenvolvimento
cerebral, devido a liberacdo de hormoénios relacionados ao estresse,
hipoxia, hipertermia ou desnutricdo e, assim, desencadear a liberacéo e,
por conseguinte, 0 aumento de citocinas pré-inflamatdrias na mae,
placenta e no feto (Patterson, 2007).

Deste modo, a infeccdo pré-natal por virus ou bactéria e,
consequentemente, a ativacdo imune materna (AIM) contribui para
alteragdes na neurogénese e mielinizagdo fetal e estd diretamente
envolvida na patogénese de transtornos neurodesenvolvimentais na
prole, em especial a esquizofrenia e o autismo (Liu et al., 2013), além de
ansiedade e depressdo (Babri et al., 2014). Com base nisso, modelos
animais de AIM tém sido estabelecidos a fim de demonstrar a relacéo
entre infeccdo materna e transtornos psiquiatricos. Déficits relacionados
a estes transtornos séo observados na prole adulta de modelos animais,
incluindo alteragcbes comportamentais, anormalidades em regibes
cerebrais e o desequilibrio em sistemas de neurotransmissores (Li et al.,
2014). Sabe-se que ha dois modelos animais de infeccdo pré-natal,
lipopolissacarideo (LPS) e &cido poliriboinosinico-poliribocitidilico
(polyriboinosinic-polyribocytidilic = Polyl: C), para analisar os efeitos
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bacterianos e virais, respectivamente, na gravidez (Anderson e Maes,
2013).

Assim, a Polyl: caracteriza-se como um analogo sintético de
cadeia dupla de RNA que leva a producdo pronunciada, mas por tempo
limitado de citocinas pré-inflamatdrias e estimula reagdes fisiologicas
induzidas por infeccéo viral sendo, por este motivo, amplamente usada
para mimetizar a AIM em modelos animais (Majde, 2000; Alexopoulou,
2011). Baseado nas observacGes de que a exposi¢do pré-natal a infec¢cdo
constitui um fator de risco para a esquizofrenia, a Polyl: C foi
selecionada para este estudo, e tem sido empregada no 9° dia de
gestacdo em roedores como um bom modelo neurodesenvolvimental de
AIM capaz de induzir anormalidades estruturais, comportamentais,
neuroquimicas e cerebrais caracteristicas da esquizofrenia na prole
adulta (Meyer e Feldon, 2012; Hadar et al., 2015; Reisinger et al.,
2015).

De modo geral, a administracdo de Polyl: C em ratas Wistar
durante a gravidez, tem levado a impactos na prole, indicando um efeito
transplacentario da AIM no feto em desenvolvimento (Boksa, 2010;
Meyer e Feldon, 2012). De qualquer forma, ambas as infec¢des por LPS
e Polyl: C, aumentam a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias na mae
(placenta e liquido amniético) e no cérebro do feto, sendo que a Polyl: C
ainda induz uma resposta aguda a infeccBes virais, aumentando
consideravelmente a liberacdo de interferons (IFN): IFNa e IFNy
(Winter et al., 2009). Desse modo, pelo fato das citocinas direcionarem
a resposta imune inata, foi atribuido a estas o papel de candidatas a
interrupcdo do desenvolvimento cérebro-fetal (Figura 1) (Smith et al.,
2007; Reisinger et al., 2015).
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Polyl: € < efeito transplacentario no
Resposts meterns:

AivaSo imunologica sistémica aumento Citednas direcionam 3 resposta imune
dos niveis de itocit iberagio de inata - papel crudal na interrupgio

interferons {IFN]: do desenvolvimento cérebro-fetal

N

Bes, ir
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Resposta fetal:
Ativa respostas inflamatarias no
feto em desenvohimento = cerebe;
Distirbics estruturais & de desnvohiments
associados 205 transtornos newropsiquistricos
esquizofrenis & depre=sio

Figura 1: Modelo de AIM em roedores: A infeccdo gestacional é mimetizada
pela estimulagdo imunoldgica de roedores gestantes com agentes
imunoestimulantes como Poly I:C. As respostas no compartimento materno
incluem a ativagdo imunoldgica sistémica caracterizada por niveis aumentados
de citocinas pré-inflamatdrias. Consequentemente, a integridade da barreira
placentéria torna-se comprometida, permitindo a entrada de citocinas na
circulagdo fetal, o que induz respostas inflamatérias no feto em
desenvolvimento, inclusive no cérebro-fetal. Tudo isso leva a distlrbios
estruturais e de desenvolvimento associados aos transtornos neuropsiquiatricos
como esquizofrenia e depressdo. Fonte: Adaptado de Reisinger et al., 2015.

Adicionalmente, a administracdo de LPS ou Polyl: C leva a
ativacdo da microglia e induz a inflamagdo via fator de transcrigdo
nuclear-« B (NF-kB) no cérebro do feto (Saadani-Makki et al., 2008).
Como consequéncia da AIM, ha um aumento da inflamacdo no Utero
materno e a consequente perda de células precursoras de
oligodendrécitos, hipomielinizagdo e neuroinflamacéao fetal, o que pode
acarretar em alteracfes comportamentais, cognitivas e neuroquimicas na
vida tardia da prole (Svedin et al., 2005; Monji et al., 2009). Além disso,
0 tratamento com Polyl: C gestacional pode comprometer o
desenvolvimento do sistema limbico e do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA), através da liberacdo de corticotrofina no cérebro-fetal,
resultando em comportamento ansiogénico e depressivo, além de
déficits de aprendizagem e atencdo na vida jovem-adulta da prole.
Ademais, os géneros (masculino e feminino) podem diferir quanto a
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sensibilidade das areas cerebrais em desenvolvimento e aos horménios
do estresse e manifestar diferentes respostas mediante a exposigdo de
uma mesma situacdo estressora (Weinstock, 2007; Schwendener et al.,
2009).

Neste sentido, a plasticidade neuronal permite que o cérebro se
adapte estruturalmente perante mudancas ambientais ou agentes
estressores, sendo a resposta imune periférica, um estressor
neuroetioldgico para este processo (Dantzer et al., 2008). Assim, um
exemplo primordial de plasticidade é a neurogénese adulta, na qual
novos neur6nios sdo gerados durante toda a vida perante situacdes
adversas (Cameron and McKay, 1999). No entanto, ainda ndo esta claro
como este processo € regulado fisiologicamente (Xia et al., 2014a).
Sabe-se que a neurogénese é 0 aspecto mais vital do sistema nervoso
central (SNC) e ocorre em todas as areas do cérebro durante o
desenvolvimento (Ziv e Schwartz, 2008), no entanto, ha duas regides
neurogénicas principais em mamiferos adultos: giro denteado (GD) do
hipocampo, regido diretamente envolvida na aprendizagem e memdria, e
a zona zubventricular (SZV) ou bulbo olfatério (BO) (Wang et al., 2011;
Wu et al., 2013). Pesquisa indica que a neurogénese reduzida no BO
pode causar déficits na discriminagdo olfatoria (Bath et al., 2008). Em
adicdo, o olfato tem sido identificado como um biomarcador importante
para esquizofrenia e autismo (Atanasova et al.,2008). De fato, recente
estudo de neuroimagem demonstrou que o volume do BO em pacientes
esquizofrénicos apresenta-se diminuido (Nguyen et al., 2011), o que
torna relevante investigar se as funcdes olfativas na prole adulta de mées
expostas & AIM encontram-se comprometidas (Liu et al., 2013).

De modo geral, a neurogénese, em ambas as regides é controlada
por fatores intrinsecos e extrinsecos, incluindo as citocinas pro-
inflamatorias que tém um papel critico nos processos cognitivos, tais
como plasticidade sindptica e neuromodulagdo (Balu e Lucki, 2009).
Diante disso, as interleucinas (IL), IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral-
o (TNF-o), apresentam efeitos negativos na neurogénese adulta e
encontram-se elevadas pela AIM (Spooren et al., 2011; Gonzalez-Perez
etal., 2012).

Ademais, estudos tém demonstrado que o comprometimento
comportamental e cognitivo na prole adulta de maes expostas a AIM
pode ser resultante da exposicdo aguda e cronica de citocinas pro-
inflamatdrias (Meyer et al., 2006; Garay et al., 2013), as quais levam a
alteragdes neuroquimicas e morfoldgicas. A desregulacdo dos sistemas
dopaminérgico (Meyer et al., 2008a), serotoninérgico (Fatemi et al.,
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2008), glutamatérgico (Meyer et al., 2008b) e GABAérgico também foi
observada em descendentes de AIM (Samuelsson et al., 2006).
Morfologicamente, a AIM causa lesGes corticais cerebrais durante a fase
neonatal (Girard et al., 2010), diminuicdo da atividade cerebelar das
células Purkinje (Shi et al., 2009) e aumento da apoptose em ambos 0s
neurdnios e celulas da glia em varias regifes cerebrais (Boksa, 2010).
Somado a isso, a neurogénese no GD hipocampal tem se mostrado
prejudicada na prole adulta induzida por AIM (Meyer et al., 2006; Cui
et al., 2009).

Com base nas evidéncias acima descritas, estudos sugerem que a
intervencdo viral ou bacteriana na gravidez é capaz de diminuir a
proliferacdo celular, sobrevivéncia dos neurdnios e causar mudangas
comportamentais acentuadas na vida tardia da prole (Cui et al., 2009;
Shi et al.,, 2009). Contudo, se a os efeitos da imunizacdo contra
influenza A (HL1N1) ou da vacinacdo sazonal contra a gripe durante a
gravidez podem influenciar no desenvolvimento fetal ainda ndo esta
claro, necessitando de mais pesquisas (Xia et al., 2014a,b).

1.2 VACINAGAO CONTRA INFLUENZA A DUTANTE A
GESTACAO E SEUS EFEITOS NA VODA TARDIA DA PROLE
RELACIONADOS AOS TRANSTORNOS
NEURODESENVOLVIMENTAIS

E sabido que as mulheres gravidas sdo consideradas o grupo de
risco mais importante para a vacinacdo contra a gripe, também
denominada influenza ou HIN1 (McMillan et al., 2015). Em adicéo,
mulheres com doenca cronica, tal como fungdo pulmonar prejudicada,
asma grave, diabetes mellitus, deficiéncia imunoldgica e obesidade
apresentam risco aumentado de complicagbes para influenza, sendo
oferecida a vacinagdo ja no 1° trimestre de gestacdo (Helmig et al.,
2015). Assim, sugere-se que este aumento da susceptibilidade a infeccédo
pelo virus influenza durante a gravidez é causado pela reducdo da
resposta imune, particularmente durante o 3° trimestre de gestacéo
(Chavant et al., 2013). Baseado nisso, ambas as vacinas, pandémica ou
sazonal para a gripe, sdo recomendadas internacionalmente para
mulheres gravidas, independentemente da presenca de condi¢Bes de
risco a salde pré-existentes. Entretanto, embora a vacinacdo de
gestantes tenha sido recomendada desde 2005 pela Organizacao
Mundial de Saide (OMS, 2005; 2014), a utilizacdo desta permanece
limitada, em fungdo das preocupacfes sobre seu potencial efeito no
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desenvolvimento do feto e possiveis a¢fes teratogénicas (Bednarczyk et
al., 2012).

McMillan e colaboradores (2015) afirmam que as mulheres
gravidas sdo uma populagdo Unica devido as mudancas imunoldgicas e
fisiolégicas que ocorrem durante essa fase. Em particular, as alteracdes
imunoldgicas, como a ativacdo de citocinas pro-inflamatdrias, podem
resultar em reacdes de reatogenicidade pela vacina contra influenza e,
assim, o risco de dano ao feto torna-se uma grande preocupagdo. Para
avaliar a seguranga da vacina no desenvolvimento fetal, alguns
pardmetros como o aborto espontaneo, a morte fetal, o parto prematuro,
0 peso do feto para a idade gestacional, a informagdo congénita e o
baixo peso ao nascer da crianga sdo avaliados. Associado a isso, a
resposta inflamatoria que pode estar relacionada aos efeitos adversos
para o feto durante a infeccdo da gripe é uma consideragdo importante
para a seguranga da vacina contra influenza, especialmente na fase da
embriogénese e no 1° trimestre de gestagdo quando o feto estd mais
exposto aos riscos (Ruedy, 1984; McCarthy et al., 2012).

Desta forma, McMillan et al. (2015) concluiram que a vacinacao
materna contra a gripe ndo estd associada a um risco aumentado de
morte fetal, aborto espontaneo ou malformagdes congénitas. Concluséo
semelhante a de McMillan et al. (2015) foi sugerida por Fabiani et al.
(2015) em seu estudo, o qual também ndo verificou efeitos adversos em
fetos, cujas as maes receberam vacina contra influenza durante o0 2° e 3°
trimestre de gestacdo. Por conseguinte, ambas as revisdes enfatizam que
ndo é possivel excluir totalmente o risco de danos ao feto, devido a
imprecisdo estatistica, o desenho observacional e a heterogeneidade
clinica e metodolégica destas pesquisas. Portanto, estudos que
investiguem principalmente mulheres vacinadas durante o 1° trimestre
de gravidez deve ser uma prioridade, a fim de permitir estimativas mais
precisas e conclusivas quanto & seguranca fetal.

Neste sentido, poucas evidéncias pré-clinicas tém observado os
possiveis efeitos na prole jovem-adulta, da vacinagdo contra influenza A
na fase gestacional. Xia et al. (2014a) realizou dois estudos, sendo que
primeiramente avaliou a influencia da vacinagdo contra gripe (HLN1) no
inicio da gestacdo, em especial, na neurogénese hipocampal e na
meméria espacial dos animais gestantes. Neste estudo verificou que a
vacinagdo, no 1° trimestre de gravidez, contribuiu para a neurogénese
hipocampal e melhorou a memoéria de trabalho nas gestantes
(camundongos C57BL/6J fémeas). Em seu segundo estudo, Xia et al.
(2014b), observou uma resposta imune protetora na neurogénese e no
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comportamento da prole adulta destas fémeas que foram vacinadas
durante a gestacdo, sugerindo que os possiveis mecanismos de mediacdo
do desenvolvimento do cérebro pds-natal podem ter sido influenciados
por alteracGes nos niveis de citocinas e fatores de crescimento.

Diante de tudo, assim como os medicamentos sdo raramente
testados para teratogenicidade em ensaios clinicos controlados, para a
vacina contra influenza essa realidade também é predominante. Sabe-se
que evidéncias de seguranca sdo muitas vezes derivadas de estudos
epidemiolégicos, pequenos estudos descritivos, relato de casos
individuais e poucas pesquisas pré-clinicas, o que pode causar
preocupacdes quanto a qualidade das provas disponiveis sobre as
recomendacfes para a pratica clinica (Ruedy, 1984; McMillan et al.,
2015). Devido a necessidade de pesquisas que assegurem os efeitos da
vacinacdo contra influenza A durante a fase gestacional e o ndo
comprometimento do desenvolvimento cérebro-fetal, estudos pré-
clinicos se tornam essenciais. Mediante isso e, sendo a polyl: C capaz de
induzir ativagdo pré-natal em roedores, a realizacdo deste trabalho tem
relevancia, uma vez que ilustra os efeitos da AIM, bem como da vacina
contra influenza A durante a gestagdo em parametros comportamentais e
neuroquimicos na prole adulta de ratas Wistar, trazendo consideraveis
achados para a ciéncia e a pratica clinica.

13 NEUROTROFINAS

Sabe-se que durante a vida fetal ocorre o chamado periodo critico
do desenvolvimento, época de fragilidade na qual se desenvolvem os
tecidos e os 6rgdos, em especial o cérebro (Widdwson e Mccance,
1975). A neurogénese, crescimento dos neurdnios, existe em toda a &rea
cerebral no decorrer dessa fase, predominantemente no GD hipocampal
e no BO. Assim, a evolugdo do hipocampo, por sua vez, influencia
diretamente o aprendizado e a memoria (Van Praag et al., 2002; Ziv e
Schwartz, 2008) e pode ser regulado por diversos fatores, incluindo
citocinas, fatores de crescimento e de transcricdo (Balu e Lucki, 2009).

Adicionalmente, para que os neurdnios crescam e tenham um
desenvolvimento funcional, faz-se necessario a presenga de moléculas
que estimulem e permitam este processo, sendo essas denominadas
neurotrofinas (NTs). Na auséncia dos fatores neurotroficos, as células
neurais tém suas comunicagfes sindpticas e metabolismo diminuido
(Lessmann et al., 2003). De fato, as NTs estdo envolvidas na
regeneracdo dos neurdnios (Ip et al., 1993; Winter et al., 1995), na
regulacdo da atividade das sinapses (Altar et al., 1997; Bartrup et al.,
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1997) e, deste modo, mantém a plasticidade cerebral (Prakash et al.,
1996; Thoenen, 1996).

O fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF), o fator de
crescimento nervoso (GNF), a neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrofina 4
(NT-4) sdo consideradas NTs devido a origem génica comum
(Lessmann et al., 2003; Hallbook et al., 1991). Tanto na vida pré-natal
guanto na vida adulta, os receptores das NTs sdo expressos no SNC e
sistema nervoso periférico (SNP) (Muragaki et al., 1995). Assim, tais
moléculas estdo inclusas em um grupo mais amplo e sdo conhecidas
como fatores neurotroéficos, o qual engloba também o fator neurotréfico
derivado da glia (GDNF) (Chao, 2003) e algumas citocinas: fator
neurotrofico ciliar (CNTF); fator inibidor de leucemia (LIF) e
oncostatina M (OSM) (Horton et al., 1996).

O desenvolvimento adequado da placenta é essencial durante a
gravidez, uma vez que essa constitui a interface entre as circula¢fes
materno-fetal, sendo fundamental para a nutricdo e oxigenacao do feto.
Diante disso, as NTs (NGF, BDNF, NT-3 e NT-4) sdo moléculas
naturais que regulam o desenvolvimento da placenta e do cérebro. O
BDNF e NGF também estdo envolvidos na regulacdo da angiogénese,
desempenhando importante papel no desenvolvimento, regulagdo e
manutencdo das fungdes do SNC e SNP (Dhobale, 2014). Desse modo,
alteracdes nos niveis de NTs podem produzir efeitos duradouros sobre
processos neurotroficos (nimero de neurbnios e sinapses) que
influenciam a maturacdo neuronal e a plasticidade na vida tardia
(Vicario-Abején et al., 2002). Com base nisso, a sinalizacéo intracelular
do BDNF e seu receptor tirosina quinase (TrkB) é essencial para a
sobrevivéncia neuronal, plasticidade e morfogénese (Numakawa et al.,
2010). J& o NGF tem sido associado com a atividade funcional das
células que inclui os sistemas imune e enddcrino e atua como um
mediador inflamatério (Berry et al., 2012).

A producdo das NTs inicia-se por moléculas precursoras
denominadas pr6-NTs, as quais serdo quebradas e transformadas em
proteinas ndo covalentes diméricas (Chao, 2003) que se ligardo aos
receptores da familia Trk (Dechant et al., 1994). Assim, a via de
sinalizacdo prossegue com a ativacdo do processo de dimerizacao,
fosforilagdo das fragfes de tirosina e ativacdo de sitios da quinase. Tais
acOes iniciam um processo de selecdo proteica especifica culminando na
modificacdo da expressdo génica e sintese de proteinas (Poo, 2001).

E sabido que fatores estressores durante a gestacio, como a
presenca de infeccbes, aumenta o risco de parto prematuro, pode
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comprometer o neurodesenvolvimento do feto e predispor o
aparecimento de doencas neuroldgicas e transtornos psiquiatricos na
prole (Dammann et al., 2002). Além disso, ativadores imunoldgicos e
inflamatdrios, tais como Polyl: C e LPS, ativam a microglia no SNC,
induzindo a liberacéo de citocinas pré-inflamatorias e radicais livres, 0s
quais sdo conhecidos por causar degeneracdo neuronal, anormalidades
na substancia branca e diminuicdo da neurogénese. Estas interacdes
neurénio-microglia podem, inclusive, ser um dos fatores importantes
envolvidos na fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos como a
esquizofrenia (Figura 2) (Monji et al., 2009).

[ Fatores estressores gestacionais - infeccao pré-natal ou AIM

agentes imunoestimulantes 3 Polyl: C, LPS ‘

Ty 2

_______;;_I_‘________ oty
NE (@
""Y \t,,-___ | Citocinas: 11 Inflamacaa via fator
A l' . \\ THF-o de transcrigao
X IL-1p nuclear-k B [NFkB) no
S - IL-6, etc. cérebro do feto
de -y T
[ DEGEMNERACAO NEUROMNAL EDIMINUICAC DA NEUROGENESE 1
- alteragfes comportamentais, cognitivas e neurcquimicas na vida jowem-tardia da prole )
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[ I Patogénese Transtarnos Neurodesenvolvimentais I

Figura 2: HipGtese da ativacdo da microglia na patogénese de transtornos
neurodesenvolvimentais: Condigdes estressoras durante a fase gestacional
podem ser induzidas por ativadores imunolégicos / inflamatorios tais como
Polyl:C e LPS, ativando a microglia no SNC. A microglia ativada libera
citocinas pré-inflamatérias (IL-1f, IL-6, TNF-a), além de radicais livres, e
ativam ainda fatores de transcrigdo inflamatérios como NFK-B. Estes
mediadores desencadeiam degeneracdo neuronal, anormalidades da substancia
branca, perda de células precursoras de oligodendrécitos, hipomielinizagdo,
neuroinflamacdo no feto e diminuicdo da neurogénese, o que interfere no
comportamento, cognicdo e em pardmetros neuroquimicos, como nos nhiveis de
NTs, na vida jovem-tardia da prole. Essas interagcbes neurdnio-microglia podem
ser um dos fatores importantes na fisiopatologia da esquizofrenia e de outros
transtornos neurodesenvolvimentais. LPS, lipopolissacarideo; SNC, sistema
nervoso central; IL, interleucina; TNF-o, fator de necrose tumoral; NFkB, fator
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de transcri¢do nuclear-kB; NTs, neurotrofinas. Fonte: Adaptado de Monyji et al.,
20009.

Baseado nisso, as NTs tém seu papel cada vez mais estudado em
pesquisas relacionadas a estes transtornos. Ademais, ja esta bem descrito
a interacdo entre fatores genéticos e ambientais na fisiopatologia dos
transtornos psiquiatricos e, por conseguinte, as NTs também se
encontram envolvidas, seja com sua sintese e / ou sua liberacédo alterada
(Shintani, 1999). Neste contexto, dados conflitantes vém sendo
encontrados nos Gltimos anos. Enquanto Durany et al. (2001)
verificaram, em tecidos post-mortem de pacientes esquizofrénicos, um
decréscimo significativo dos niveis de BDNF em areas hipocampais €
corticais, Takahashi et al. (2000) relataram um aumento dessa NT no
cortex cingulado anterior e hipocampo. Estudos pioneiros, no entanto,
também concluiram que houve uma reducdo significativa na atividade
de BDNF (Toyooka et al., 2002) e NGF (Perez-Polo et al., 1978) em
individuos esquizofrénicos.

Diante de tudo, investigar o efeito da AIM, bem como da vacina
contra influenza A durante a gestacdo na prole adulta de ratas Wistar
tem uma acdo primordial para a clinica, visto que ainda ha caréncia de
estudos e, também, pelo fato de que ambas podem interferir diretamente
no neurodesenvolvimento e, consequentemente, alterar padrdes
comportamentais e neuroquimicos na vida tardia da prole.



31

2 OBJETIVOS

21 2.1 GERAL

Avaliar os parametros comportamentais e neuroguimicos na prole
adulta de ratas Wistar submetidas a vacinagdo contra influenza A
(HIN1) e comparar esses parametros na prole de ratas induzidas a
infeccdo com Polyl: C durante a fase gestacional, considerando o
género: ratos machos e fémeas.

2.2 2.2 ESPECIFICOS

Avaliar pardmetros comportamentais de déficit olfatorio,
ansiedade, atividade locomotora e depressdo (anedonia) na prole adulta
de ratas Wistar submetidas a vacinacdo contra influenza A (HIN1) e
comparar esses parametros na prole de ratas induzidas a infeccdo com
Polyl: C durante a gestacdo, considerando o género: ratos machos e
fémeas;

Avaliar os niveis de BDNF e NGF nas estruturas cerebrais, cortex
frontal, hipocampo, estriado e BO, na prole adulta de ratas Wistar
submetidas a vacinacdo contra influenza A (HIN1) e comparar esses
pardmetros na prole de ratas induzidas a infec¢do com Polyl: C durante
a gestacdo, considerando o género: ratos machos e fémeas.
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3 METODOLOGIA

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo caracteriza-se como experimental, utilizando um
modelo animal. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica em
Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) sob o protocolo 038/2016-1 (Anexo). Os
procedimentos foram executados de acordo com o Instituto Nacional de
Guia de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério e as
recomendacfes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEA) projetado para minimizar o sofrimento e limitar o
numero de animais utilizados.

3.2 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para desenvolver este trabalho, utilizaram-se 36 ratas Wistar
adultas, pesando entre 250g a 300g, as quais passaram por uma Unica
noite de acasalamento. Os animais foram obtidos do Biotério da
Universidade e mantidos em gaiolas em ciclos de 12h dia-noite, com
alimentacdo e agua disponivel e temperatura controlada entre 22+ 1° C.
Cada fémea foi mantida na mesma caixa com um macho durante um
ciclo de 12h. A manhd do dia seguinte representou o dia zero de
gestacdo, sendo que todas as ratas foram consideradas como gravidas,
devido a falta de um método para tal diagnostico. Assim, as ratas foram
divididas em trés grupos:

-Grupo de ratas prenhas denominado grupo controle (n = 12);
-Grupo de ratas prenhas denominado grupo HIN1(n = 12);
-Grupo de ratas prenhas denominado grupo Polyl: C (n = 12).

Em seguida a fase gestacional, os filhotes foram mantidos junto a
mée para a amamentagdo. Vinte e um dias apds o nascimento, 0s
mesmos foram submetidos ao desmame e a sexagem, sendo separados
em machos e fémeas, conforme o tratamento materno (Tabela 1).
Nesta pesquisa, a prole de ambos os géneros foi utilizada, a fim de
verificar se o efeito do tratamento materno poderia levar a diferentes
respostas nestes animais, considerando-se o género dos animais, um
fator importante.
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Tabela 1: Apresentacdo do numero de filhotes adultos, machos e

fémeas distribuidos por grupo, de acordo com o tratamento materno.

Tratamento Materno | Namero (n) machos | Numero (n) fémeas
adultos adultas

Grupo controle n=11 n=9

Grupo HIN1 n=11 n=9

Grupo Polyl: C n=10 n=16

Total n=232 n=234

Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

Ap6s a amamentacdo, as mdaes anteriormente expostas aos
procedimentos, foram submetidas & eutandsia por decapitacdo pelo
biotério da Universidade.

Ao completar 53 dias de idade, que corresponde a idade adulta, a
prole  (machos) foi primeiramente  submetida aos testes
comportamentais: discriminagdo olfatoria, labirinto em cruz elevada,
atividade locomotora e splash teste. Ja as fémeas foram utilizadas a
partir do 55° dia de vida, sendo submetidas aos mesmos testes
comportamentais. Utilizou-se um nGmero variado de prole adulta para a
realizacdo dos comportamentos, o qual oscilou entre 9-16 animais por
grupo, variando de acordo com o tratamento materno e o nimero de
filhotes nascidos por mée (Tabela 1). Estes testes foram realizados em
guatro dias, sendo dois dias para machos e dois dias para as fémeas.
Assim, as analises comportamentais foram divididas do seguinte modo:
periodo matutino e periodo vespertino para melhor desenvolvimento do
estudo, conforme apresentado na Figura 3.
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Testes comportamentais

[ DA 1: machos DIA 2: machos DA 1: fémeas DIA 2: fémeas
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Figura 3: Divisdo da prole adulta para realizacdo dos testes comportamentais.
Fonte: dados da pesquisadora, 2016.

Todos 0s mesmos animais, machos e fémeas adultos, foram
expostos aos quatro testes comportamentais, pois ndo houve nenhum
fator estressor que impossibilitasse tal realizagdo. O desenho
experimental mostrado acima, assim como a escala de utilizagdo dos
animais (machos e fémeas) nos comportamentos foi deste modo
distribuido para melhor organizacdo do experimento.

Imediatamente apds estes testes, os animais foram decapitados e
suas estruturas cerebrais (cortex frontal, hipocampo, estriado e BO)
dissecadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -
80C° para posteriores analises bioquimicas das NTs: niveis cerebrais de
BDNF e NGF. Para tais analises, utilizaram-se 6 animais por grupo (n =
6). Abaixo segue o desenho experimental do estudo (Figura 4).
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| 9 dia de gestagio
Ratas prenhas controle: Ratas prenhas wacina contra Ratas prenhas Polyl: C:
Sclugdc Salina —Dose a influenza (H1N1): Paolyl:C —Dese Unica—-5
tinica —0,5mL para cada Wacina— Dose dnica—0.5mL mgfkg para cadarata, via
rata, via i.p para cadarats, visi.p.. i.p..

Apos amamentagdo: separacgdo emmachos e fémeas, conforme tratamente materno
| CONTROLE | | Vacina contra H1N1 POLYI: C |

Idade adulta (60 dias}: Analises comportamentais

Apds comportamentos, eutanasia e dissecgio das estruturas cerebrais: analise BONF e NGF

Figura 4: Desenho experimental do estudo. Fonte: dados da pesquisadora,
2016.

Ap6s a decapitacdo, os animais foram descartados e
acondicionados em saco branco leitoso e conduzidos para o freezer
(conservacdo) na Universidade. Posteriormente, foram coletados e
transportados por empresa terceirizada. Os residuos foram tratados
fisicamente e em seguida encaminhados para disposicdo final em aterro
sanitario. Procedimentos realizados conforme RDC n° 306/2004 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.3 ADMINISTRAGCAO DE SALINA, VACINA CONTRA INFLUENZA
A (HIN1) E POLYL: C NAS RATAS GESTANTES

As ratas gestantes foram divididas em trés grupos: controle,
H1N1 e Polyl: C conforme apresentado acima. No 9° dia de gestacdo, o
qual equivale ao 1° trimestre de gravidez em humanos, as ratas de cada
grupo foram submetidas, uma Unica vez, ao seu tratamento especifico.

No grupo controle foi aplicada uma solugéo salina estéril (Cloreto
de sddio — NaCl, 0,9%) na dose Unica de 0,5 mL por animal, via
intraperitoneal (i.p.);
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Nas ratas do grupo HIN1 aplicou-se uma Unica dose de 0,1mL
por animal da vacina contra influenza A (Instituto Butantan) do tipo
trivalente (fragmentada e inativada), sendo esta dose calculada com base
no estudo realizado por Xia et al. (2014a).

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

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Discriminacao olfatdria

A discriminag8o olfatoria avalia a capacidade dos roedores em
diferenciar odores e, assim, o déficit olfatério 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 ocorresse a troca da maravalha (serragem da sua
prépria caixa), a fim de que houvesse uma padronizacdo da impregnacédo
do odor deste ambiente, considerado este o ambiente familiar (habitual)
para 0s animais. A caixa de discriminacdo olfatéria consiste em dois
compartimentos (ambientes) idénticos (30 x 30 x 20 cm) separados por
uma porta aberta que permite o acesso dos animais para os dois
compartimentos. O chdo de um dos ambientes foi forrado com a
maravalha retirada da gaiola, na qual o animal permaneceu por 48 horas
(ambiente familiar ou habitual). Ja o outro compartimento foi forrado
com uma serragem limpa e inodora, sendo considerado o ambiente ndo
familiar (ambiente novo) para o animal. O experimento consistiu em
colocar o rato na caixa de discriminagdo olfatéria e registrar durante um
periodo de 5 minutos, o tempo que o animal gastou investigando cada
um dos compartimentos. Segundo Prediger et al. (2005a,b) o0s animais
sdo capazes de distinguir o odor do compartimento familiar e nédo
familiar, sendo geralmente comum gastarem mais tempo no ambiente
familiar, uma vez que preferem seu préprio odor. Todavia, sabe-se que
os roedores sdo animais de carater exploratorio, assim, a exploracdo do
ambiente ndo familiar também pode ser considerado um comportamento
padrdo dos animais. Em contrapartida, o tempo de permanéncia
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semelhante em ambos os ambientes familiar e ndo familiar esti
associado ao prejuizo no déficit olfatorio, visto que neste caso, 0s
animais ndo optam por permanecer mais tempo em um dos dois
compartimentos.

3.4.2 Labirinto em cruz elevada (Elevated Plus-Maze)

O nivel de ansiedade dos animais foi avaliado por meio do
labirinto em cruz elevada (Elevated Plus-Maze). Este labirinto consiste
em dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) e dois bragos fechados (30 x 5
x 15 cm) dispostos de forma perpendicular formando uma plataforma
central (5 x 5 cm), com 50 cm de altura do chdo. Os experimentos foram
conduzidos em sala escura com luz vermelha posicionada a 30 cm de
altura da plataforma central do aparelho. Os parametros avaliados foram
0 tempo de permanéncia no braco aberto ou no brago fechado (Pellow et
al., 1985; Rodgers e Cole, 1994).

3.4.3 Atividade locomotora

Este teste consiste em avaliar a distancia percorrida pelos
animais. A andlise da atividade locomotora foi realizada em uma caixa
com 50 x 25 x 50 cm de dimensdo. Os animais foram submetidos
individualmente & exploragdo durante o periodo de 15 minutos e a
atividade locomotora foi avaliada automaticamente através do uso de
uma caixa de atividade locomotora (Insight equipamentos para
laboratério, Ribeirdo Preto, SP). Esta monitorada através da distancia
percorrida (cm) pelo animal, dividindo o tempo total de avaliagdo blocos
de 5 minutos (De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010).

3.4.4 Splash teste

O splash teste tem por finalidade avaliar o comportamento
anedonico dos animais. Este teste foi realizado no periodo vespertino,
apoés a atividade locomotora. Os animais foram colocados
individualmente no campo aberto (open field) e o tempo gasto pelo
animal com seu autocuidado, tais como o tempo gasto em lambidas
(grooming) e o nimero de lambidas, foi cronometrado por um periodo
de 5 minutos. Estes parametros representam um indice de autocuidado
(grooming) e comportamentos motivacionais, considerados comparaveis
a alguns sintomas depressivos, como 0 comportamento anedénico
(Willner, 2005). Para isso, foi esguichada uma solucdo de sacarose a
10% sobre o dorso do rato, macho ou fémea, antes de colocéa-lo no
campo aberto. A solucdo de sacarose foi levemente esguichada e
espalhada manualmente pelo dorso, para que o animal ndo respingasse
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nas paredes ao se sacudir, enquanto estivesse dentro do campo aberto
(Willner, 2005; Rosa et al., 2014). Depois de aplicar a solucdo de
sacarose, 0 tempo total gasto em lambidas, bem como a quantidade de
lambidas foi registrado. Foram consideradas lambidas em todas as
partes do animal, inclusive nas patas.

3.5 ANALISES NEUROQUIMICAS

3.5.1 Niveis BDNF e NGF

Os niveis de BDNF e NGF foram avaliados no cdrtex frontal,
hipocampo, estriado, BO e medidos por ensaio imunoenzimatico,
utilizando-se kits comerciais de acordo com as instrugdes do fabricante
(NGF e BDNF, R&DSystems, Inc. — USA). Resumidamente, as
estruturas cerebrais foram homogeneizadas em tampéo fosfato (PBS)
com 1 mM de flaor fenilmetilsulfonil (PMSF) e etileno glicol 1mM bis
(2-aminoetil éter)-N, N, N'N' &cido tetraacético (EGTA). Placas de
microtitulacdo (96 pogos de fundo plano) foram revestidas por 24h com
0 anticorpo de captura. No dia seguinte, as placas foram lavadas trés
vezes com o reagente de lavagem (wash buffer) e, ap6s, adicionado o
reagente diluente por 1h. Em seguida, as placas foram lavadas
novamente e, em seguida, foram adicionadas as amostras e o padrdo
para realizacdo da curva por 2h. As placas foram lavadas e incubadas
com os anticorpos de deteccdo (anti-BDNF e anti-NGF) por 2h em
temperatura ambiente. ApoOs a lavagem, adicionou-se a estreptavidina
por 20 minutos, evitando-se o contato com a luz. Novamente, as placas
foram lavadas e foi adicionada a solucdo de substrato por mais 20
minutos, sendo que as placas foram guardadas no escuro. Apods 20
minutos adicionou-se a solu¢do de parada e finalmente foi realizada a
leitura das placas em 450nm. A proteina total foi medida pelo método de
Lowry (1951) usando soro albumina bovina como padréo.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes comportamentais, exceto de discriminagdo olfatéria,
assim como os niveis de NTs, para machos e fémeas, foram avaliadas
separadamente através da analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguido pelo post hoc Tukey. Ja os efeitos, género (machos e fémeas),
tratamento materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C) e a interagdo entre
género e tratamento materno para todos os parametros deste estudo
foram analisados por meio de ANOVA de duas vias. Quando houve
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interacdo entre as variaveis, género e tratamento materno, e quando 0s
valores de F foram significativos, comparacGes post hoc foram feitas por
Tukey.

Para analisar os resultados do pardmetro comportamental,
discriminagdo olfatoria, utilizou-se o teste t de Student’s, a fim de
comparar 0 tempo gasto pelos animais do mesmo género no ambiente
familiar e no ambiente ndo familiar. Ainda, para o teste labirinto em
cruz elevada, também foi utilizado o teste t de Student’s para comparar
as variaveis (tempo de permanéncia no braco aberto e brago fechado)
dos animais do mesmo género, conforme os grupos analisados.

Os dados foram expressos como média (x) e erro padrdo da
média (média = E.P.M). A significancia estatistica foi considerada para
valores de p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas através do
programa Statistica versdo 8.0 e utilizou-se o programa GraphPad Prism
5 para a elaboracéo dos graficos.
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4. RESULTADO
4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.1.1 Discriminacao olfatéria

A Figura 5A e 5B representa 0s parametros avaliados no teste de
discriminagdo olfatéria (tempo gasto no compartimento ou ambiente
familiar e ndo familiar) pelos ratos machos e fémeas adultos,
respectivamente, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina
H1N1 e Polyl:C durante a gesta¢do. Na figura 5A, de acordo com o teste
t Student, pode-se verificar que houve diferenca significativa entre o
tempo gasto no ambiente familiar e ndo familiar [t(1,30) = - 91,61
p<0,01] para os animais machos. Ainda, observou-Se que 0S ratos
machos do grupo controle [t(1,10) = - 131,45 p<0,01] e do grupo HIN1
[t(1,20) = - 81,27 p<0,01] gastaram mais tempo no ambiente néo
familiar do que no ambiente familiar, o que demonstra um
comportamento padrdo (exploratorio) de roedores. E importante
salientar que a permanéncia por um maior tempo no ambiente familiar
também pode ser considerado um comportamento normal para o0s
animais, os quais podem preferir o ambiente do seu préprio odor. Em
contraste, no grupo Polyl: C [t(1,9) = - 55,55 p = 0,16] a diferenca do
tempo gasto no ambiente familiar e ndo familiar ndo foi significativa, o
gue indica que estes animais exploraram ambos os ambientes por um
tempo semelhante. Este achado aponta um provavel déficit olfatorio nos
ratos machos Polyl: C, visto que ndo permaneceram por mais tempo em
um dos ambientes, gastanto um tempo similar em ambos o0s
compartimentos.

Para as ratas fémeas, figura 5B, o teste t Student revelou que ndo
houve diferenca significativa para o tempo gasto no ambiente familiar e
ndo familiar [t(1,35) = 17,08 p = 0,20], exceto para as ratas fémeas do
grupo HINI1 [t(1,9) = 64,44 p<0,05], as quais permaneceram um tempo
mais significativo no ambiente familiar quando comparado ao ambiente
ndo familiar. Nos grupos controle [t(1,9) = - 10,22 p = 0,65] e Polyl: C
[t(1,17) = 6,47 p = 0,74] ndo houve diferenca significativa para o tempo
de permanéncia no ambiente familiar e ndo familiar, achado que sugere
um possivel prejuizo olfatorio nestes animais, visto que permaneceram
um tempo semelhante em ambos os ambientes, demonstrando um
carater exploratério similar para os dois compartimentos.
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Figura 5: A figura 5A (ratos machos) e 5B (ratas fémeas) representa os
parametros avaliados no teste de discriminacdo olfatoria (tempo gasto no
compartimento ou ambiente familiar e ndo familiar) na prole adulta cujas méaes
receberam os tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl: C durante a gestacao.
Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8-10. & diferente do seu
respectivo grupo, comparando o ambiente familiar e ndo familiar nos animais
do mesmo género, conforme teste t Student. Fonte: dados da autora, 2016.

Para avaliar os efeitos, género (machos e fémeas), tratamento
materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C), e a interacdo entre género e
tratamento materno nos pardmetros do teste de discriminagdo olfatoria
(tempo gasto no ambiente familiar e ndo familiar), ANOVA de duas
vias foi utilizada, sendo os resultados apresentados na figura 6A
(ambiente familiar) e 6B (ambiente ndo familiar). Assim, ANOVA de
duas vias revelou interacdo significativa entre as seguintes variaveis:
género e tratamento materno [F(2,42) = 3,90, p<0,05], para ambos os
pardmetros comportamentais analisados. As figuras 6A e 6B apontam
que as ratas fémeas pertencentes aos grupos controle (p<0,01) e
HIN1(p<0,01) permaneceram mais tempo no ambiente familiar, e
consequentemente, menos tempo no ambiente ndo familiar quando
comparado aos seus respectivos grupos machos. Este achado sugere que
as fémeas, cujas mées receberam salina (controle) e vacina HIN1 na
gestacdo apresentaram um comportamento olfatério padrdo de roedores.
Ja os ratos machos destes grupos gastaram mais tempo no ambiente ndo
familiar, o que também indica um comportamento normal dos animais.
Em contraste, no grupo Polyl: C (p=0,81) ndo houve diferenca
significativa quanto ao género para 0 tempo de permanéncia no
ambiente familiar e ndo familiar, o que reflete que tanto os ratos machos
como as fémeas do grupo Polyl: C permaneceram 0 mesmo tempo em
ambos os ambientes demonstrando, assim, um provavel déficit olfatorio.



S
N

3 Controle
% /1 HINT

mm PolyIC
0 T T

Maches Fémeas

Tempo gasto (seg) ambiente familiar
=]
5]

Tempo gasto (se) amblente néo familiar

150 -
100
1 Controle
50 3 HIN1
=m Poly- C
0 T T T T

Machos Fémeas

Figura 6: A figura 6A (ambiente familiar) e 6B (ambiente ndo familiar)
representa separadamente por ambiente, a interagdo entre género (machos e
fémeas) e tratamento materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C) na prole adulta.
Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8-10. * diferente do seu
respectivo grupo, comparando machos e fémeas, no mesmo parametro
comportamental, segundo ANOVA de duas vias. Fonte: dados da autora, 2016.

4.1.2 Labirinto em cruz elevada (Elevated pluz maze)

A Figura 7A e 7B representa 0s pardmetros comportamentais,
tempo gasto pelos animais no braco aberto e no brago fechado,
avaliados no teste labirinto em cruz elevada (Elevated pluz maze) na
prole (machos e fémeas) adulta, respectivamente, cujas maes receberam
o0s tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl:C durante a gestacdo. Na
figura 7A, ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenca significativa
entre os ratos machos dos grupos controle, HIN1 e Polyl: C para o
tempo gasto no brago aberto [F(2,24) = 0,37, p=0,69], bem como n&do
houve diferenga entre os grupos no tempo de permanéncia no braco
fechado [F(2,24) = 0,65, p=0,53]. Por conseguinte, através do teste t,
pode-se perceber uma diferenca significativa entre o tempo gasto pelos
ratos machos no bracgo aberto e fechado, uma vez que os animais dos
trés grupos avaliados (p<0,01) permaneceram um maior tempo no brago
fechado em relag&o ao brago aberto, sendo cada grupo comparado ao seu
respectivo controle do mesmo género. Tal achado indica um
comportamento padrdo de roedores, devido a preferéncia por um
ambiente fechado e seguro (braco fechado), ndo demonstrando
comportamento ansiogénico.

Resultado semelhante foi encontrado nas ratas fémeas (Figura
7B). ANOVA de uma via apontou que ndo houve diferenca significativa
entre as ratas dos trés grupos avaliados, tanto para o tempo gasto no
braco aberto [F(2,25) = 0,98, p=0,38], como para o tempo de
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permanéncia no braco fechado [F(2,25) = 0,82, p=0,45]. Observou-se
por meio do teste t, uma diferenga significativa entre o tempo gasto
pelas ratas fémeas no braco aberto e fechado, uma vez que 0s animais
dos grupos controle, HIN1 e Polyl: C (p<0,01) permaneceram um maior
tempo no braco fechado quando comparado ao brago aberto. Em geral,
assim como os ratos machos, as fémeas também demonstraram um
comportamento padrdo de roedores, uma vez que permaneceram mais
tempo no brago fechado. Em resumo, estes resultados indicam um
comportamento normal dos animais avaliados, independentemente do
género, visto que ambas as proles do grupo HIN1 e Polyl: C se
comportaram do mesmo modo que a prole controle, ndo demonstrando
um comportamento ansiogénico.
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Figura 7: A figura 7A (ratos machos) e 7B (ratas fémeas) representa 0s
parametros comportamentais (tempo gasto pelos animais no brago aberto e
fechado) avaliados no teste labirinto em cruz elevada (Eleveted pluz maze) na
prole adulta cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina HIN1 e
Polyl:C durante a gestagdo. Os valores foram expressos como média + EPM
(Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,01,
n=8-10. & diferente do seu respectivo grupo, comparando o brago aberto e o
braco fechado nos animais do mesmo género, conforme teste t Student. Fonte:
dados da autora, 2016.

4.1.3 Atividade locomotora

A Figura 8 apresenta a distancia percorrida pela prole de machos
(Figura 8A) e fémeas (Figura 8B) adulta, cujas maes receberam 0s
tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl:C durante a gestagdo. Na
Figura 8A, ANOVA de uma via demonstrou que houve diferenca
significativa entre os animais machos neste pardmetro comportamental
[F(2,21) = 5,58, p<0,05]. Foi observado uma hiperlocomo¢do nos
animais do grupo Polyl: C (p<0,01) em rela¢do ao grupo controle. Em
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contrapartida, nas ratas fémeas (Figura 8B), ANOVA de uma via ndo
revelou diferenca estatistica [F(2,22) = 2,37, p=0,12] entre 0s grupos
analisados.
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Figura 8: A figura 8A (ratos machos) e 8B (ratas fémeas) representa a distancia
percorrida pela prole adulta cujas mées receberam os tratamentos: salina, vacina
H1N1 e Polyl:C durante a gestacdo. Os valores foram expressos como média +
EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de
p<0,05, n=8-9. * diferente do grupo controle, segundo ANOVA de uma via;
Fonte: dados da autora, 2016.

Para avaliar os efeitos, género (machos e fémeas), tratamento
materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C), e a interacdo entre género e
tratamento materno no teste comportamental atividade locomotora,
utilizou-se ANOVA de duas vias, sendo os resultados apresentados na
figura 9. Observou-se que ANOVA de duas vias ndo apontou interacao
significativa entre tais variaveis, [F(2,43) = 3,02, p=0,06], neste teste
para os animais de ambos os géneros. Este achado sugere, ao comparar
ratos machos e fémeas, cada qual de acordo com seu respectivo grupo,
gue nenhuma diferenca foi observada na distancia percorrida entre o
género dos animais.
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Figura 9: A figura 9 representa a interagdo entre género (machos e fémeas) e
tratamento materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C) na prole adulta, segundo
ANOVA de duas vias. Os valores foram expressos como média = EPM (Erro
Padrdo da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8-10.
Fonte: dados da autora, 2016.

4.1.4 Splash teste

A Figura 10 apresenta os resultados comportamentais do splash
teste nos ratos machos em dois pardmetros, tempo total de limpeza
(Figura 10A) e quantidade de lambidas (Figura 10B), os quais indicam
um indice de autocuidado (grooming) dos animais e podem ser
comparados a sintomas depressivos, como 0 comportamento aneddnico.
Na figura 10A, ANOVA de uma via revelou que houve diferenca
significativa entre os ratos machos para o tempo total de limpeza
[F(2,24) = 5,09, p<0,05]. Verificou-se que os animais do grupo H1N1
(p<0,05) e Polyl: C (p<0,05) apresentaram um menor tempo de limpeza
guando comparados ao grupo controle. Esse achado pode indicar um
comportamento tipo-depressivo tanto na prole cujas maes receberam a
vacina HIN1 na gestacdo como na prole em que as mées sofreram uma
AlM, visto que estes ratos machos ndo demonstraram preocupagdo com
seu autocuidado. Quanto ao nimero de lambidas (Figura 10B), ANOVA
de uma via ndo apontou diferenca estatistica entre 0s grupos nos machos
[F(2,24) = 1,61, p=0,22].
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Figura 10: A figura 10 representa o teste comportamental splash teste nos ratos
machos em dois pardmetros, os quais indicam um indice de autocuidado
(grooming) dos animais. Figura 10A apresenta o tempo total de limpeza e figura
10B o nimero ou quantidade de lambidas realizadas pela prole de machos cujas
mdes receberam os tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl:C durante a
gestacdo. Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da
Meédia), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=9. * diferente
do grupo controle, segundo Anova de uma via. Fonte: dados da autora, 2016.

A Figura 11 apresenta os resultados comportamentais do splash
teste, porém nas ratas fémeas, nos mesmos parametros apresentados
anteriormente: tempo total de limpeza (Figura 11A) e quantidade de
lambidas (Figura 11B) nas fémeas adultas cujas maes receberam 0s
tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl:C durante a gestacdo. Os
resultados indicam, conforme ANOVA de uma via, que ndo houve
diferenca significativa entre as fémeas para o tempo total de limpeza
[F(2,23) = 1,06, p=0,36] e para o nimero de lambidas [F(2,23) = 0,98,
p=0,39].
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Figura 11: A figura 11 representa o teste comportamental splash teste nas ratas
fémeas em dois pardmetros, os quais indicam um indice de autocuidado
(grooming) dos animais. Figura 11A apresenta o tempo total de limpeza e figura
11B o numero ou quantidade de lambidas realizadas pela prole de ratas fémeas
cujas médes receberam os tratamentos: salina, vacina HLN1 e Polyl: C durante a
gestacdo. Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da
Meédia), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=8-10. Fonte:
dados da autora, 2016.

A fim de avaliar os efeitos, género (machos e fémeas), tratamento
materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C), e a interacdo entre género e
tratamento materno para o splast teste, ANOVA de duas vias foi
utilizada, sendo os resultados apresentados na Figura 12. ANOVA de
duas vias revelou interacdo significativa entre tais variaveis, [F(2,41) =
3,35, p<0,05], para o tempo total de limpeza dos animais. Foi verificado
que as ratas fémeas pertencentes ao grupo controle (p<0,05)
apresentaram menor tempo total de limpeza em relagdo ao grupo
controle dos ratos machos. Isso sugere um comportamento tipo-
depressivo (anedbnico), visto que demonstraram menor preocupacao
com seu autocuidado.
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Figura 12: A figura 12 representa a interagdo entre género (machos e fémeas) e
tratamento materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C) na prole adulta. Os valores
foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p<0,05, n=8-10. * diferente do seu
respectivo grupo, comparando machos e fémeas, para o tempo total de limpeza,
segundo Anova de duas vias. Fonte: dados da autora, 2016.

4.2 ANALISES NEUROQUIMICAS

4.2.1 Niveis cerebrias de BDNF e NGF

A figura 13 representa os niveis cerebrais de BDNF (Figura 13A)
e NGF (Figura 13B) na prole de machos adulta cujas maes receberam os
tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl: C durante a gestacdo. De
acordo com as figuras abaixo, ANOVA de uma via demonstrou que
houve diferenca significativa entre os grupos de ratos machos, nos
niveis de BDNF (Figura 13A) e NGF (Figura 13B), respectivamente,
nas seguintes estruturas cerebrais: cortex [F(2,9) = 5,98, p<0,05] e
[F(2,10) = 9,56, p<0,01]; estriado [F(2,10) = 7,98, p<0,01] e [F(2,11) =
6,58, p<0,05] , além do BO [F(2,10) = 10,98, p<0,01] e [F(2,9) = 10,81,
p<0,01]. No hipocampo, em contraste, ANOVA de uma via ndo revelou
diferenca estatistica entre os grupos de animais machos, nos niveis de
BDNF [F(2,10) = 0,66, p=0,53] e NGF [F(2,9) = 2,26, p=0,16],
respectivamente.

Diante disso, os resultados da figura 13A indicam que os ratos
machos do grupo Polyl: C apresentaram niveis diminuidos de BDNF no
cortex frontal (p<0,05), estriado (p<0,05) e BO (p<0,01) em relag¢do ao
grupo controle. J4 nos animais do grupo HIN1 também houve uma
redu¢do nos niveis de BDNF, porém no estriado (p<0,05) ¢ BO
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(p<0,05), quando comparado ao grupo controle. Similarmente, a figura
13B, apontou no cdrtex frontal que os ratos machos pertencentes ao
grupo Polyl: C mostraram niveis reduzidos de NGF quando comparado
ao grupo controle (p<0,05)e ao grupo HIN1(p<0,01). No estriado e BO,
respectivamente, o grupo HINI (p<0,05) e (p<0,05), assim como o
grupo Polyl: C (p<0,05) e (p<0,01) mostraram menores niveis de NGF
em relacdo ao grupo controle.

Tais achados sugerem, ao menos em parte, que tanto a AIM
(Polyl: C) como a vacinagdo contra influenza A (HIN1) durante a
gestacdo foi capaz de alterar os fatores neurotréficos (BDNF e NGF) na
vida tardia da prole, sugerindo que estes agentes pré-natais (Polyl: C e
HIN1) podem possivelmente ter interferido em processos neuronais
(angiogénese e neurogénese cerebral) nestes animais. Em contrapartida,
no hipocampo, ndo houve diferenca estatistica nos niveis de NTs
(BDNF e NGF) entre os ratos machos.

A [ Controle B [ Conirole
200+ 3 HiN1 250+ 03 HINA
B Poly-IC Bl Poly-I C

200

]
o
=]

1504

1004

=1

#

A

Cortex  Hipocampo  Estriado BO

o
=]
cn
=

Nivels de BDNF (pg/ug de proteina)

Nivels de NGF (pgfug de proteina)

(=1

=

L s

Cortex Hipocampo  Estriado

Ratos Machos Ratos Machos

Figura 13: A figura 13 representa os niveis de neurotrofinas: BDNF (Figura
13A) e NGF (Figura 13B) nas estruturas cerebrais (cortex frontal, hipocampo,
estriado e BO) dos animais machos, cujas mées receberam 0s tratamentos:
salina, vacina H1N1 e Polyl: C durante a gestagdo. Os valores foram expressos
como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos
valores de p<0,05, n=4-6. * diferente do grupo controle, # diferente do grupo
H1N1, de acordo com ANOVA de uma via. Fonte: dados da autora, 2016.

A figura 14 representa os niveis cerebrais de BDNF (Figura 14A)
e NGF (Figura 14B) nas ratas fémeas, cujas mdes receberam os
tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl: C durante a gestacdo. Na
figura 14A, ANOVA de uma via indicou que houve diferenca
significativa nos niveis de BDNF entre 0s grupos de ratas fémeas apenas
no cortex frontal [F(2,10) = 7,92, p<0,01]. Observou-se, entdo, que
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houve um aumento nos niveis de BDNF nos animais do grupo
HIN1(p<0,01) em relacdo ao grupo controle e, uma redugdo de BDNF
no grupo Polyl: C (p<0,05) comparado ao grupo HIN1, ambos no
cortex frontal. ANOVA de uma via mostrou ainda que ndo houve
diferenca estatistica nos niveis de BDNF entre os grupos de ratas
fémeas, nas demais estruturas cerebrais: hipocampo [F(2,9) = 2,08,
p=0,18]; estriado [F(2,11) = 0,25, p=0,78] e BO [F(2,9) = 0,54, p=0,59].
Desta forma, nenhuma diferenga significativa nos niveis de BDNF entre
0s grupos controle, HIN1 e Polyl: C foi observada nas trés estruturas
cerebrais avaliadas.

A figura 14B revela que ANOVA de uma via também néo
demonstrou diferenca significativa entre os niveis de NGF para as ratas
fémeas, nas estruturas cerebrais avaliadas: cortex frontal [F(2,9) = 0,36,
p=0,70]; hipocampo [F(2,9) = 2,24, p=0,16]; estriado [F(2,10) = 1,73,
p=0,22] e BO [F(2,9) = 1,00, p=0,40]. Ressalta-se que nenhuma
diferenca nos niveis de NGF foi observada entre os grupos controle,
H1N1 e Polyl: C nas ratas fémeas, nas estruturas cerebrais analisadas.
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Figura 14: A figura 14 representa os niveis de neurotrofinas: BDNF (Figura
14A) e NGF (Figura 14B) nas estruturas cerebrais (cortex frontal, hipocampo,
estriado e BO) de ratas fémeas, cujas mées receberam os tratamentos: salina,
vacina HIN1 e Polyl: C durante a gestacdo. Os valores foram expressos como
média £+ EPM (Erro Padrdo da Média), sendo considerados significativos
valores de p<0,05, n=4-6. * diferente do grupo controle, # diferente do grupo
H1N1, de acordo com ANOVA de uma via. Fonte: dados da autora, 2016.

Para avaliar os efeitos, género (machos e fémeas), tratamento
materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C), e a interacdo entre género e
tratamento materno nos niveis cerebrais de NTs, BDNF e NGF, foi
utilizado ANOVA de duas vias, sendo os resultados apresentados na
figura 15. ANOVA de duas vias revelou interagdo significativa para 0s
niveis de BDNF (Figura 15A) entre as variaveis: género e tratamento
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materno entre ambos 0s géneros nas estruturas cerebrais: cortex frontal
[F(2,19) = 9,03, p<0,01]; estriado [F(2,21) = 8,14, p<0,01] ¢ BO
[F(2,18) = 9,89, p<0,01]. Observou-se que as ratas fémeas do grupo
controle apresentaram niveis de BDNF significativamente menores
quando comparado aos ratos machos no cortex frontal (p<0,01), estriado
(p<0,01) e BO (p<0,01). Este resultado indica, ao comparar os animais
machos e fémeas, cada qual com seu respectivo grupo, que houve
diferenca estatistica apenas no grupo controle para as estruturas
cerebrais ja mencionadas e propde, a0 menos em parte, que 0s ratos
machos controle apresentam niveis mais elevados de BDNF em relagdo
as fémeas. Nos demais grupos (HIN1 e Polyl: C) nenhuma diferenca
nos niveis de BDNF, entre os géneros, foi encontrada nas estruturas
cerebrais.

ANOVA de duas vias ainda apontou que houve interagdo para 0s
niveis de NGF (Figura 15B) entre as variaveis: género e tratamento
materno e entre os ratos machos e fémeas nas estruturas cerebrais:
estriado [F(2,21)=5,21, p<0,05] e BO [F(2,18)=6,45, p<0,01]. Desta
forma, pode-se perceber um aumento nos niveis de NGF nas ratas
fémeas pertencentes ao grupo HINI, no estriado (p<0,05) e BO
(p=<0,01), bem como nos animais do grupo Polyl: C (p<0,01) apenas no
BO, ambos comparados ao seu respectivo grupo de machos.

Ja no cortex frontal, ANOVA de duas vias ndo revelou interacéo
entre as variaveis: género (machos e fémeas) e tratamento materno, para
os niveis de NGF [F(2,19) = 0,77, p=0,47]. Por conseguinte, ao
comparar os niveis de NGF no cértex entre os ratos machos e fémeas,
ANOVA de uma via demonstrou diferenca significativa [F(5,19) = 4,09,
p<0,01]. Diante disso, observou-se que as fémeas do grupo Polyl: C
(p<0,05) apresentaram maiores niveis de NGF quando comparado aos
machos no cortex frontal.
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Figura 15: A figura 15 representa a interagdo entre género (machos e fémeas) e
tratamento materno (salina, vacina HIN1 e Polyl: C) nos niveis cerebrais
(cortex, estriado e BO) de neurotrofinas BDNF (Figura 15A) e NGF (Figura
15B) na prole adulta. Os valores foram expressos como média £+ EPM (Erro
Padrio da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=4-6.
* diferente do seu respectivo grupo, comparando machos e fémeas, no mesmo
parametro bioquimico, conforme ANOVA de duas vias. Fonte: dados da autora.
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5 DISCUSSAO

Com base nas observacGes de que a AIM pode desencadear
transtornos neurodesenvolvimentais na prole adulta, modelos animais de
estimulacdo imunoldgica materna, como a Polyl: C, tém sido utilizados
(Piontkewitz et al.,, 2012). Diante disso, este estudo investigou 0s
pardmetros comportamentais de déficit olfatorio, ansiedade, atividade
locomotora e comportamento tipo-depressivo (anedonia), além dos
niveis de BDNF e NGF na prole adulta de ratas Wistar submetidas a
vacinacdo contra influenza A (HIN1) e comparou esses parametros na
prole de ratas induzidas a infeccdo com Polyl: C durante a fase
gestacional, considerando os géneros: machos e fémeas.

Os déficits cognitivos estdo bem documentados em transtornos
psiquiatricos, particularmente na esquizofrenia e na depressao, uma vez
gue a atividade cognitiva se baseia nas percep¢des. Assim, pacientes
esquizofrénicos podem manifestar alteracdo na sensibilidade ao odor,
além de um déficit na identificacdo, reconhecimento e discriminacgéo do
odor. Ja pacientes deprimidos apresentam, em especial, déficit nos
aspectos hedonicos da percepcdo olfatdria e, muitas vezes, demonstram
alteragdes na sensibilidade ou identificacdo ao odor. Desta forma,
anormalidades olfatérias podem ser um marcador de condigdes
psiquiatricas, tendo um padréo especifico para cada doenca (Atanasova
et al., 2008) e, inclusive, pesquisa aponta que a neurogénese reduzida no
BO pode causar déficits na discriminacdo olfatéria (Bath et al., 2008).

Sendo assim, neste estudo, no teste comportamental de
discriminacdo olfatoria, verificou-se que os ratos machos e fémeas cujas
maes foram expostas & AIM (Polyl: C) permaneceram um tempo similar
no ambiente familiar e ndo familiar, sugerindo um possivel prejuizo
olfatério. De fato, a administracdo de Polyl: C durante a gestacdo tem se
caracterizado como um modelo neurodesenvolvimental capaz de induzir
transtornos, em especial, a esquizofrenia na prole adulta em roedores
(Liu et al., 2013; Hadar et al., 2015). Em concordancia ao presente
achado, Liu et al. (2013) verificou uma discriminacdo olfatoria
comprometida na prole adulta de mées expostas a AIM por Polyl: C e
reforgou que essa deficiéncia pode ser considerada um biomarcador para
a esquizofrenia. Ainda, Baharnoori et al. (2012) observou em ratos
neonatos, cujas mées foram expostas & AIM por LPS, uma deficiéncia
no comportamento olfatério na busca de um novo ambiente e na
aprendizagem associativa ao odor.

Apoiando os resultados da presente pesquisa, evidéncias sugerem
que o processamento de informacdes olfativas encontra-se alterada em
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pacientes esquizofrénicos (Atanasova et al., 2008; Nguyen et al., 2010).
Ademais, o volume do BO apresenta-se reduzido nestes individuos
(Nguyen et al., 2011), o que sugere que esta regido pode ser uma das
areas cerebrais afetadas, levando a defeitos na discriminacdo do odor.
Sabe-se que a informacéo olfativa é processada através do epitélio nasal
olfatério ou BO e em varias regiGes do cortex cerebral, portanto, tais
déficits podem ser resultantes da ruptura de qualquer regido ao longo da
via SZV-OB (Malaspina et al., 1998).

Conforme verificado neste e em outros estudos, a AIM é capaz de
alterar pardmetros comportamentais, sendo as funcdes olfativas
vulnerdveis a infeccdo pré-natal. Baseado nisso, a AIM pode causar
prejuizos na neurogénese adulta por influenciar o funcionamento da via
SZV-0B e, em consequéncia, desencadeia deficits nas fungdes olfativas
(Liu et al., 2013). Constantemente, a neurogénese adulta normal nesta
via contribui para os comportamentos olfativos e associacfes olfatorias
de aprendizagem (Breton-Provencher e Saghatelyan, 2012; Kageyamaet
al.,, 2012). Assim, déficits olfatorios em pacientes esquizofrénicos
podem ser causados por defeitos na neurogénese (Liu et al., 2013).

Achados do atual estudo também mostraram que as ratas fémeas
do grupo controle ndo apresentaram diferenga significativa para o tempo
de permanéncia no ambiente familiar e ndo familiar. Tal achado indica
um possivel déficit olfatério nestas ratas, visto que permaneceram um
tempo semelhante em ambos os ambientes. Na presente pesquisa, apesar
das maes terem recebido o tratamento (solugdo salina) durante a
gestacdo, alguns fatores como a manipulacdo das maes, a propria
injecdo, além do género dos animais devem ser considerado, uma vez
gue machos e fémeas podem responder diferentemente ao mesmo
estimulo materno, apesar de ser no grupo controle. Tudo isso poderia ter
desencadeado uma resposta adversa na vida tardia da prole controle e,
assim, interferir no desempenho comportamental (fungdes olfativas) em
particular, nas fémeas. Sendo assim, essas consideracdes poderiam, ao
menos em parte, justificar o provavel déficit olfatério encontrado nestas
ratas controle quando comparadas aos machos, incluindo os possiveis
erros experimentais.

Neste aspecto, estudo realizado por Klein e colegas (2012) refere
gue machos e fémeas, inclusive, respondem de modo diferente as
vacinas contra a gripe. As mulheres iniciam respostas imunes humorais
mais elevadas, manifestando mais reacGes adversas as vacinas contra a
gripe sazonal do que os homens. Modelos animais mostraram ainda que
a imunidade elevada apés a vacinacdo em fémeas conduz a uma maior
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protecdo cruzada contra novos virus de gripe em compara¢do aos
machos. Em adicdo, os hormonios esterdides sexuais, incluindo estradiol
e testosterona, bem como as particularidades genéticas entre 0s géneros
pode desempenhar importante papel na modulacdo das diferencas
sexuais quanto as respostas imunes tanto a infeccdo pelo virus da gripe
como & vacinagdo contra influenza. Diante disso, Klein et al. (2012)
enfatizam que mais pesquisas devem elucidar os caminhos e respostas
celulares que diferem entre os géneros e determinar a melhor forma de
empregar esse conhecimento para informar as politicas puablicas de
salde sobre a profilaxia e tratamentos terapéuticos de infecg¢des por
virus influenza e a adequada vacinacdo para garantir uma maior
protecdo em ambos 0s géneros.

Destaca-se que poucos estudos tém avaliado os efeitos da vacina
contra influenza A na gestacdo sobre a prole adulta, em especial
comparando os géneros, sendo esta uma das pesquisas pioneiras neste
aspecto. Neste estudo, a prole adulta (ratos machos e fémeas) cujas maes
receberam os tratamentos: salina, vacina HIN1 e Polyl: C durante a
gestacdo, também foi avaliada quanto aos parametros comportamentais
de ansiedade (Labirinto em cruz elevada), atividade locomotora e
comportamento tipo-depressivo (Splash teste). Como ja mencionado, a
infeccdo pré-natal pode aumentar o risco de transtornos
neuropsiquiatricos como esquizofrenia, autismo, ansiedade e depressao
na prole jovem-adulta. No entanto, evidéncias experimentais
demonstram achados conflitantes da AIM em transtornos de humor e no
comportamento semelhante a ansiedade, depressdo e os efeitos no eixo
HPA em animais adultos (Babri et al., 2014).

Para Yee et al. (2011) o modelo de AIM, inicialmente
desenvolvido como um modelo neurodesenvolvimental para
esquizofrenia, parece também ser relevante para o humor e / ou
disturbios afetivos, tais como depressao ou ansiedade. Em contrapartida,
um grande estudo epidemioldgico examinou a potencial relacdo entre
infeccdo viral materna e depressdo e ndo encontrou associagdo
significativa (Pang et al., 2009). J& estudos realizados em camundongos
demonstraram que a AIM via Polyl: C causou anormalidades
comportamentais associadas ao humor e transtornos afetivos, incluindo
diminuicdo da exploragdo ao campo aberto e menor tempo gasto no
ambiente aberto no teste do labirinto em cruz elevada (Smith et al.,
2007), além da diminuicdo da interacdo social (Smith et al., 2007,
Bitanihirwe et al., 2010) e do consumo de sacarose (Bitanihirwe et al.,
2010). Tais alteragdes sdo consistentes com o aumento do
comportamento tipo-ansioso-depressivo na prole e, diante disso, Yee et
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al. (2011) confirmou que as potenciais aplicacfes da AIM podem ser
estendidas para além do modelo de esquizofrenia. No entanto, Markham
e Koenig (2011) afirmam que néo esta claro se a AIM aumenta o risco
de transtornos de humor na prole.

Com base nisso, no estudo atual, observou-se no teste labirinto
em cruz elevada, relacionado ao nivel de ansiedade dos animais, que 0s
ratos dos trés grupos avaliados apresentaram 0 mesmo comportamento,
permanecendo mais tempo no brago fechado, independentemente do
género. Tal resultado sugere um comportamento padrdo de roedores, 0s
quais demonstraram preferéncia pelo braco fechado, representando
assim, um comportamento ndo-ansiogénico (Pellow et al.,1985; Rodgers
e Cole, 1994). De modo contrario a presente pesquisa, Yee et al. (2011)
observou que a Polyl: C durante a gestacdo foi capaz de induzir um
comportamento de ansiedade em ratos adultos. Ja estudo realizado por
Babri et al. (2014), o qual avaliou o efeito da infecgdo materna por LPS
no comportamento tipo ansioso-depressivo em duas linhagens de
camundongos (NMRI e C57BL/6), constatou que a AIM aumentou 0s
niveis de comportamentos de ansiedade e depressdo na prole de
camundongos NMRI, conforme os testes labirinto em cruz elevada e
nado forcado, respectivamente, porém néo alterou o comportamento em
camundongos C57BL/6.

Similarmente aos achados da presente pesquisa, Giovanoli et al.
(2013) verificaram que a AIM por Poly I: C na metade da gravidez ndo
afetou a ansiedade em camundongos C57BL/6 no labirinto em cruz
elevada (Giovanoli et al., 2013). Do mesmo modo, para Schwendener et
al. (2009), o nivel de comportamento ansioso avaliado pelos testes
labirinto em cruz elevada e campo aberto também nédo foi afetado na
prole adulta de camundongos C57BL/6 proveniente de maes expostas a
Polyl: C na fase gestacional.

Contudo, estudo conduzido por Schwendener et al. (2009)
apontaram um aumento do comportamento relacionado ao medo na
prole de fémeas adulta, mas ndo nos animais machos (camundongos
C57BL/6). Ainda, foi verificado que a Polyl: C alterou o
comportamento p6s-natal materno, em especial o cuidado das maes para
com a prole pés-nascimento. Assim, Schwendener et al. (2009) sugerem
gue o comportamento de medo nas fémeas esta relacionado ao fato
destas serem mais sensiveis as influéncias negativas no cuidado
materno, o qual desencadeou um estresse pds-natal nestes animais em
comparagdo aos machos. Consistente a estes achados, Weinstock (2007)
especificamente observou que o comportamento de ansiedade, medo e
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depressdo apresenta-se mais intenso na vida tardia de ratas fémeas
estressadas logo ap6s o nascimento que em machos. Ja 0s animais
machos cujas maes foram expostas a agentes estressores na fase
gestacional apresentaram mais déficits no desempenho cognitivo quando
comparado as fémeas. De fato, estes achados indicam que os machos
sdo mais vulneraveis ao estresse pré-natal, o que implica em déficits
cognitivos na vida tardia, enquanto as fémeas sdo mais propensas ao
desenvolvimento de transtornos afetivos quando expostas ao estresse
pos-natal ou ao estresse no decorrer da vida (Weinstock, 2007).

Em geral, Weinstock (2007) confirma que a presenca de um
agente estressor na fase gestacional é capaz de comprometer o
desenvolvimento do sistema limbico e do eixo HPA fetal, resultando em
comportamento ansiogénico e depressivo, além de déficits de
aprendizagem e aten¢do na vida tardia da prole, no entanto, ressalta que
tais caracteristicas variam conforme género (sexo), intensidade e
momento em que a mée sofre o estresse pré-natal, bem como depende
dos comportamentos avaliados. Sabe-se que 0 estresse materno aumenta
0s niveis de corticosterona no cérebro-fetal, diminui a testosterona no
feto e a atividade da aromatase cerebral em homens e, ainda, altera a
atividade das catecolaminas no cérebro das fémeas. Assim, os déficits
de aprendizagem, as redugdes na neurogénese hipocampal, na
potenciagdo de longa duragdo (LTP) e na densidade das espinhas
dendriticas no cortex pré-frontal sdo mais facilmente observados em
homens com ansiedade pré-natal, enquanto a ansiedade, a depressédo e o
aumento da resposta do eixo HPA para o estresse sdo mais prevalentes
em mulheres. Neste sentido, os géneros podem diferir quanto a
sensibilidade das areas cerebrais em desenvolvimento e aos horménios
do estresse (Weinstock, 2007; Schwendener et al., 2009), manifestando
diferentes respostas mediante a exposicdo de uma mesma situacdo
estressora.

Diante disso, nesta pesquisa também foi avaliado um parametro
de comportamento tipo-depressivo através do splash teste, o qual reflete
um indice de autocuidado (grooming) dos animais e, consequentemente,
sintomas depressivos. Assim, os resultados apontam que 0s animais
machos H1IN1 e Polyl: C demonstraram menor preocupagao com seu
autocuidado, o que indica um comportamento tipo-depressivo. O efeito
da AIM via Polyl: C no comportamento da prole adulta esta em
concordancia aos achados de Babri et al. (2014), relatados acima.
Entretanto, quando avaliados ratos machos e fémeas, observou-se que as
fémeas do grupo controle apresentaram menor tempo total de limpeza,
indicando um comportamento tipo-depressivo. Em sintese, neste estudo,
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a vacinacdo materna contra influenza A ndo demonstrou efeitos
protetores quanto ao comportamento tipo-depressivo na prole adulta,
independentemente do género, diferindo de estudos que apontam a sua
acdo protetora nas fungbes cognitivas e na neurogénese (Slamberova et
al., 2005; Xia et al., 2014b)

Outras pesquisas tém retratado o efeito da AIM nestes pardmetros
comportamentais, do mesmo modo que no presente estudo, no qual a
infeccdo materna alterou os padrdes de depressdo na vida tardia da
prole. Entretanto, Shi et al. (2003) demonstraram que a exposi¢ao pré-
natal ao virus da gripe resultou em maiores niveis de ansiedade na prole
adulta de camundongos C57BL/6 e BALB/c no teste campo aberto.
Ademais, dois estudos recentes verificaram que a exposicao pré-natal ao
LPS elevou os niveis de ansiedade (Lin et al., 2012), conforme os testes
de campo aberto e labirinto em cruz elevada e, aumentou 0s niveis de
depressao, através do teste de nado forcado (Lin e Wang, 2014) na prole
adulta de ratos Sprague-Dawley, diferentemente deste estudo. Além
disso, Hava e colaboradores (2006) observaram que mesmo a AIM com
LPS no final da gestacdo desencadeou um aumento na ansiedade em
animais adultos (C57BL/6) no teste do labirinto em cruz elevada.
Enayati et al. (2012) demostraram que a exposicdo materna ao LPS em
estagios tardios da gestacdo (15, 16 e 17 semanas) foi capaz de aumentar
0s niveis de ansiedade (labirinto em cruz elevada) e depressdo (nado
for¢ado) nos ratos machos na fase jovem (40 dias) e adulta (80 dias).
Outra observacgdo interessante foi que as fémeas, quando comparadas
aos machos, mostraram uma maior gravidade no comportamento tipo
ansioso-depressivo com o aumento da idade (Salari et al., 2010; Enayati
etal., 2012).

Diante disso, uma correlacdo negativa entre o nivel de
testosterona e o nivel de ansiedade em machos roedores foi observada
(Frye e Edinger, 2004) indicando, inclusive, que homens com histérico
de estresse pré-natal apresentam niveis mais baixos de testosterona
plasmética (Ward e Weisz, 1984). De fato, esta associagdo foi relatada
em adolescentes do sexo masculino e feminino, os quais demonstraram
altos niveis de ansiedade e depressdo, distlrbios comportamentais e
problemas de atencdo relacionados aos baixos niveis de testosterona
(Grander et al., 2003). Tais achados reforcam a importancia em se
considerar a questdo hormonal nos transtornos neuropsiquiatricos, visto
gue podem estar diretamente relacionados as  alteracOes
comportamentais. Contudo, no presente estudo, ndo foi observada
diferenca significativa no comportamento tipo-ansioso-depressivo entre
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0s géneros, ratos machos e fémeas, com excecdo das fémeas do grupo
controle que apontaram um comportamento-tipo-depressivo.

Ressalta-se ainda que a maioria das pesquisas pré-clinicas
mencionadas acima analisaram 0s animais machos, sendo que as fémeas
sdo pouco estudadas. Diante disso, este estudo torna-se inovador ao
comparar os efeitos da AIM e da vacinagdo contra influenza A durante a
gestacdo na prole adulta e, em especial, em ambos 0s géneros.
Evidéncias tém mostrado que a vacinagdo contra a gripe na fase pré-
natal pode ser considerada uma estratégia eficaz, melhorando ou
evitando os efeitos deletérios causados pela AIM na vida pos-natal,
particularmente, na funcdo cognitiva (Kim et al.,, 2012; Xia et al.,
2014b). Em sintese, o presente estudo ndo verificou melhor desempenho
comportamental na prole adulta, em especial de machos, cujas maes
receberam a vacina contra influenza A, visto que demonstraram um
comportamento tipo-depressivo.

Pesquisa realizada por Kim et al. (2012) aplicou dois tipos de
vacinas contra influenza A em animais gestantes: virus da gripe
pandémica HIN1 de 2009 e virus circulante da gripe HIN1 sazonal
2011 e observou efeito diferente na gestacdo dessas ratas. Foi observado
gue o virus da gripe pandémica matou cerca de 60% das ratas gravidas e
causou aborto em até 40%, enquanto que o virus da gripe HLN1 sazonal
ndo causou mortes ou abortos. Como possivel explicacdo, Kim et al.
(2012) relacionou tal diferenca com a hemaglutinina, a qual difere entre
0s tipos de vacinas influenza, causando varios graus de imunidade, o
gue pode, em consequéncia, causar reagdes adversas distintas. Levando
em consideracdo o estudo de Kim e colegas (2012), essa particularidade
da hemaglutinina, poderia ser um fator para explicar o achado acima
relatado.

Esta bem descrito que a Poly I:C, por seu um ativador imune pré-
natal, pode desencadear transtornos neurodesenvolvimentais na prole
jovem-adulta, inclusive sintomas caracteristicos da esquizofrenia em
modelos animais (Meyer e Feldon, 2012). No entanto, alguns sintomas
da esquizofrenia, como delirios e alucinagdes ndo podem ser avaliados
em roedores. Por conseguinte, mudancas na atividade locomotora,
comportamentos relacionados as emogdes (ansiedade, depressdo) e as
fungdes cognitivas sdo observadas no modelo animal de esquizofrenia.
Assim, fenotipos comportamentais e estruturais sao critérios Uteis para
modelos animais de transtornos psiquiatricos (Jaaro-Peled et al., 2010).

Estudos ilustram que o comprometimento comportamental e
cognitivo na vida tardia da prole de maes expostas a AlIM, seja via Poly
I:C ou LPS, esta relacionado a ativacdo de citocinas (Meyer et al., 2006;
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Garay et al., 2013), as quais alteram processos neuroquimicos e causam
alteragdes morfoldgicas. Como a maioria das citocinas pré-inflamatdrias
compromete a neurogénese e, sabendo-se que a AIM aumenta a
liberacdo destas, em especial IL-1, IL-6 e TNF-a, é possivel que a
elevacdo destes marcadores na vida jovem-adulta da prole desencadeie
prejuizos neurogénicos e, consequentemente, alteracdes
comportamentais (Gonzalez-Perez et al., 2012). Outra provavel causa de
déficits na neurogénese €é a desregulacdo dos sistemas de
neurotransmissores, principalmente GABAGérgico, glutamatérgico,
dopaminérgico e serotoninérgico, 0s quais sao interrompidos pela AIM
(Boksa, 2010). Em resumo, estes sistemas desempenham papéis criticos
para a regulacdo neurogénica no cérebro adulto, além de estarem
diretamente relacionados a patogénese dos transtornos psiquiatricos.
Assim, o comprometimento em algum destes sistemas afeta processos
neuroquimicos e comportamentais, além de prejudicar negativamente a
neurogénese (Balu e Lucki, 2009, Bovetti et al., 2011). No entanto, de
que forma a desregulacdo dos neurotransmissores afeta a neurogénese
na prole de maes expostas a AIM continua sendo uma incégnita, visto
gue os exatos mecanismos moleculares e celulares envolvidos nestes
processos sdo pouco descritos (Reisinger et al., 2015; Zhang e Praag,
2015).

Com base nisso, 0 presente estudo também avaliou a atividade
locomotora na prole adulta, cujas maes receberam os tratamentos:
salina, vacina HIN1 e Polyl: C durante a gestacdo. Em geral, 0s
resultados demonstraram uma hiperlocomocéo apenas nos ratos machos
Polyl: C. Porém, nenhuma diferenca estatistica foi observada na
distancia percorrida quando considerado o género dos animais.
Resultado consistente ao desta pesquisa foi encontrado por Howland et
al. (2012), o qual verificou que o tratamento pré-natal com Polyl: C
aumentou significativamente a atividade locomotora na prole jovem-
adulta. Em adi¢do, Howland et al. (2012) ainda percebeu que o género
da prole foi um determinante critico das respostas locomotoras, uma vez
gue as fémeas apresentaram niveis significativamente mais elevados de
atividade locomotora do que os machos. Neste aspecto, ambos 0s
estudos estdo em divergéncia.

Li et al. (2014) constataram que a Poly I: C na prole adulta exibiu
uma atividade hipolocomotora, sem sinais de ansiedade ou depressao,
concluindo que o estado emocional da prole adulta ndo foi afetado pela
exposicdo materna a Polyl: C, o que difere em parte, dos achados desta
pesquisa. JA& Moreno et al. (2011) verificaram que ratos nascidos de
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mées infectadas pelo virus influenza na gestacdo, apresentaram fortes
déficits na atividade locomotora e exploratéria, enquanto o
comportamento semelhante a ansiedade permaneceu inalterado. Em sua
pesquisa, Moreno et al. (2011) relacionam a hipolocomog¢do como uma
habituacdo anormal a um ambiente novo na prole cujas maes receberam
0 virus da gripe e sugerem que um subconjunto de pacientes
esquizofrénicos exibe agitacdo psicomotora, como hiperatividade ou
aumento dos movimentos estereotipicos (Powell e Miyakawa, 2006).
Assim, estudos apresentam dados conflitantes, em que resposta
locomotora & novidade mostrou-se maior (Rojas et al., 2007) e menor
(Mukai et al., 2004) em diferentes modelos de esquizofrenia com ratos
knockout.

Especulativamente, Moreno et al. (2011) associam essa
diminuicdo da atividade locomotora na prole adulta a sintomas
negativos de esquizofrenia, baseando-se em relatos anteriores (Shi et al.,
2003; 2005, Meyer et al., 2008a,b, Lodge et al., 2009). Somado a isso,
sabe-se que pacientes esquizofrénicos manifestam sintomas "positivos"
(alucinag®es, delirios e distlrbios do pensamento), sintomas "negativos"
(isolamento social e respostas emocionais anormais) e déficits
cognitivos. Além destes sinais, 0s comportamentos de ansiedade e
depressdo tém ganhado atencdo crescente na esquizofrenia, uma vez que
ha correlagBes significativas entre sintomas de ansiedade e sintomas
positivos na esquizofrenia (Nestler et al., 2002; Muller et al., 2004).
Diante disso, no atual estudo, a AIM por Polyl: C causou déficit
olfatério e foi capaz de alterar o comportamento-tipo-depressivo e a
atividade locomotora na prole adulta, sem alterar os padrdes de
ansiedade. Sabendo-se que a Polyl: C constitui um modelo
neurodesenvolvimental ~ principalmente  de  esquizofrenia e,
considerando-se a hiperlocomogdo um sintoma positivo deste
transtorno, tal resultado poderia ser associado, a0 menos em parte, a
uma manifesta¢do positiva da esquizofrenia na prole adulta cujas mées
foram expostas a Polyl: C.

Desta forma, pode-se afirmar que a inflamag&o no cérebro fetal
ou neonatal é capaz de alterar o desenvolvimento e as subsequentes
funcBes cerebrais, as quais podem estar implicadas em transtornos
neurodesenvolvimentais (Hagberg et al., 2012). De modo geral,
conforme observado neste estudo, a exposicdo materna a Polyl: C
induziu indmeras alteracbes que podem ter afetado 0s processos
neuronais em desenvolvimento, desencadeando os comportamentos aqui
relatados na prole adulta (Li et al., 2012).
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Meyer e Feldon (2009) sugerem que alteracfes nos sistemas de
neurotransmissores, incluindo glutamato, GABA, serotonina e dopamina
nos circuitos neuronais, foram propostas para sustentar as mudancas
comportamentais apds a AIM. De fato, mudancas dindmicas no sistema
dopaminérgico nas areas estriatal e mesencéfalo, ap6s a AIM no inicio
da gestacdo, estdo relacionadas as alteragdes na atividade locomotora
em camundongos jovem-adultos (Vuillermot et al., 2010). No entanto,
ainda ndo esta claro se estas mudancas na atividade locomotora também
sdo causadas pelo processamento interrompido em circuitos do cortex
pré-frontal medial (Meyer e Feldon, 2009). E sabido que essa regido
cerebral esta envolvida nas respostas comportamentais, no entanto,
anormalidades induzidas pela AIM também envolvem éareas estriais e
limbicas (Meyer e Feldon, 2009; Piontkewitz et al., 2012). Assim, mais
pesquisas sdo necessarias para especificar as semelhancas e distingdes
entre 0S mecanismos neurobiolégicos subjacentes as consequéncias
cognitivas e comportamentais da AIM (Howland et al., 2012).

Tomados em conjunto os achados dos testes comportamentais
deste estudo, destaca-se que a vacina contra influenza A durante a
gestacdo influenciou mais diretamente neste pardmetro apenas por
induzir um comportamento tipo-depressivo na prole adulta. Esses dados
corroboram, em parte, a conclusdo de Babri et al. (2014), a qual refere
que o efeito pro-neurogénico induzido pela imunizagdo ndo restabelece
a funcdo cerebral para os niveis normais, mas € capaz de melhorar a
proliferacdo celular e aprendizagem espacial.

Além disso, diante das possiveis explicacfes ja mencionadas para
os resultados apresentados pela prole adulta do grupo controle
(discriminacéo olfatdria e splash test) e HIN1 (splash test), especulam-
se outros vieses que possam ter influenciado neste estudo, tais como o
desenho experimental, a espécie dos animais utilizada na pesquisa, 0
numero da prole (machos e fémeas) em cada grupo, bem como os testes
comportamentais realizados, inclusive os protocolos de cada teste, visto
que alguns resultados diferiram da literatura.

Sabe-se que os fatores neurotroficos sdo importantes moléculas
sinalizadoras durante estidgios do neurodesenvolvimento, incluindo
proliferacdo, diferenciacdo e migracdo cerebral, além de suportarem a
satde neuronal e a manutencg&o sinaptica até a idade adulta (Rybakowski
et al., 2008). Dentre as NTs, o BDNF potencializa o desenvolvimento
placentario e desempenha importante papel na diferenciacéo,
proliferacdo e sobrevivéncia de citotrofoblastos na fase de
desenvolvimento cerebral (Kawamura et al., 2009, 2011). J&4 0 NGF esta
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associado com a atividade funcional das células que inclui os sistemas
imune e enddcrino e atua como um mediador inflamatorio (Berry et al.,
2012).Juntos, 0 BDNF e NGF estdo envolvidos na regulacdo da
angiogénese (Jianget al., 2011; Jadhao et al., 2012) atuando na
desenvolvimento e manutencdo das fun¢Ges do SNC e SNP (Dhobale,
2014). Desse modo, alteracbes nos niveis de NTs podem produzir
efeitos duradouros sobre os processos neurotréficos (ndmero de
neurbnios e sinapses) que influenciam a maturacdo neuronal e a
plasticidade na vida tardia (Vicario-Abejon et al., 2002). Além disso,
fatores estressores durante a gestacdo, como a infeccdo materna, podem
causar modificacdes nos niveis de NTs e predispor o aparecimento de
transtornos psiquiatricos na prole adulta (Dammann et al., 2002;
Shintani, 1999).

Sendo este um estudo em que as ratas gestantes foram expostas a
vacinagdo contra influenza A ou receberam Polyl: C, tornou-se
relevante investigar os niveis cerebrais de NTs na prole adulta, em
ambos os géneros. Assim, os resultados apontaram nos ratos machos
que apenas a Polyl: C diminuiu os niveis de BDNF e NGF no cortex
frontal. Em contrapartida, no estriado e BO, ambos HIN1 e Polyl: C
reduziram os niveis de NTs nos machos. De modo geral, estes achados
propGe, a0 menos em parte, que tanto a AIM (Polyl: C) como a
vacinagdo contra influenza A (H1N1) durante a gestacdo foi capaz de
alterar os fatores neurotréficos na vida tardia da prole, interferindo
possivelmente, Nos processos neurogénicos, uma vez que a expressdo de
BDNF no hipocampo esta correlacionada com a neurogénese (Xia et al.,
2014b).

Ao associar 0s resultados comportamentais e as analises
neuroquimicas, observou-se que a vacina contra influenza A (HIN1) na
gestacdo apenas ndo apresentou efeitos protetores no comportamento
tipo-depressivo na prole adulta. O fato dos niveis cerebrais de NTs, em
especial o BDNF, estarem diminuidos na prole poderia contribuir para a
compreensdo desta alteragdo comportamental, uma vez que a redugdo
das NTs poderia comprometer a angiogénese e neurogénese cerebral e,
em consequéncia, influenciar na resposta comportamental dos animais
HIN1.

Xia et al. (2014b) propds que o estado imunolégico materno
alterado pela vacinacdo contra influenza A na fase pré-natal contribui
para uma melhor resposta comportamental e induz a neurogénese na
prole adulta, o que difere de alguns estudos clinicos preliminares (Rabin
et al., 1989; Schlenker and Lyhs, 1991) e, em parte, do presente estudo
experimental. Xia et al. (2014b) indicaram uma série de efeitos
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benéficos tanto da vacinacdo contra influenza (H1N1), como da vacina
influenza sazonal, apds a imunizacdo de animais no inicio da gravidez,
verificando um aumento da proliferacdo celular, maior producdo de
neurdnios e uma melhor capacidade espacial na prole adulta.

Outro achado interessante deste estudo foi que a vacina contra
influenza A na gravidez aumentou os niveis de BDNF, porém apenas no
cortex frontal de ratas fémeas HIN1. Similarmente ao resultado
observado para BDNF, a Polyl: C reduziu os niveis de NGF no crtex
frontal de ratas fémeas. Ao comparar 0s niveis de BDNF quanto ao
género, percebeu-se que as fémeas do grupo controle apresentaram
niveis mais baixos de BDNF em relacdo aos machos no cortex frontal,
estriado e BO. Em relacdo ao NGF, observou-se que as fémeas do grupo
Polyl: C apresentaram niveis aumentados de NGF quando comparado
aos machos no cortex frontal. J& as ratas fémeas H1IN1 exibiram um
aumento nos niveis de NGF no estriado e no BO, enquanto 0s animais
Polyl: C mostraram maiores niveis de NGF apenas no BO, cada qual
guando comparado ao seu respectivo grupo do sexo masculino. De
modo geral, esses resultados indicam que os niveis de BDNF no cortex
frontal das fémeas podem ter sido influenciados pela vacina H1IN1
durante a gestacdo, a qual parece ter exercido um efeito protetor na vida
tardia da prole, ao menos neste parametro neuroquimico.

Estd bem consolidado na literatura que a exposicdo pré-natal a
infeccdo caracteriza-se como um fator de risco para transtornos
neurodesenvolvimentais. No entanto, 0s reais mecanismos pelos quais a
infeccdo materna atua no cérebro em desenvolvimento para induzir tais
disturbios precisam ser elucidados (Dammann et al., 2002). Estudos
utilizando modelos experimentais de AIM, em especial LPS e a Polyl: C
sugerem que as citocinas produzidas pela méde atuam como provaveis
mediadores do desenvolvimento anormal do cérebro, levando a
mudangas comportamentais a longo prazo, bem como alteragdes
neuroquimicas na prole adulta (Shi et al., 2003; Monji et al., 2009).
Além disso, evidéncias indicam a presenca de intera¢des entre citocinas
pré-inflamatérias e NTs no sistema nervoso, uma vez que a AIM altera
ambos BDNF e NGF no cérebro em desenvolvimento e fetal, conforme
pesquisas realizadas por Gilmore et al. (2003; 2005). Em sintese, tais
achados também foram confirmados no presente estudo, em que a AIM
alterou os niveis cerebrais de NTs na prole adulta.

Ja os efeitos da vacinacdo contra influenza A durante a gestacédo
na prole adulta foi pesquisado em poucos estudos. Xia et al. (2014a), por
exemplo, verificou que a vacina contra a gripe (HIN1) no 1° trimestre
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de gravidez contribuiu para a neurogénese hipocampal e melhorou a
meméria de trabalho, porém este achado foi observado nas gestantes
(camundongos fémeas C57BL/6J). Além disso, Xia et al. (2014b), ja
citado anteriormente, analisaram a prole adulta destas gestantes e
verificaram uma acdo protetora de ambas, vacina contra influenza
(HIN1) e vacina contra influenza sazonal, na neurogénese e no
comportamento da prole, sugerindo que 0s provaveis mecanismos que
regulam o desenvolvimento do cérebro pds-natal podem ser
influenciados por alteragcbes nos niveis de citocinas e fatores de
crescimento, corroborando achados da literatura. Estes dados obtidos
por Xia et al. (2014b) diferem, a0 menos em parte, dos resultados da
presente pesquisa.

As mulheres gravidas, quando infectadas com virus pandémico
da gripe, estdo expostas a alta mortalidade, elevadas taxas de aborto e
pneumonia grave. Na sequéncia do surto do HIN1 em 2009, estudos
mostraram que as gestantes infectadas com o virus apresentaram um
maior risco maior de hospitalizacdo em comparacdo a populacdo em
geral, indicando ainda que a infeccdo pré-natal estd associada ao
aumento da morbidade e mortalidade materna e neonatal (Fabiani et al.,
2015; McMuillan et al., 2015). No entanto, a gravidade da pandemia do
virus influenza HIN1 2009 comparado ao virus da gripe sazonal HIN1
ndo é clara. Devido a necessidade em avaliar diferentes tipos de virus
influenza, Kim et al. (2012) observaram em ratas gestantes o efeito do
virus da gripe pandémica HIN1 de 2009 e compararam ao Virus
circulante da gripe H1N1 sazonal. Seus resultados mostraram que o
virus influenza HIN1 pandémico de 2009 correspondeu a titulos virais
mais elevados, aumentou os niveis de citocinas pré-inflamatérias (I1L-1,
IL-6), de fator de estimulacdo de col6nias de granulécitos, de proteina
guimiotaxia de mondcitos e KC (CXCL1) nos pulmdes das ratas
gravidas infectadas, quando comparado ao virus da gripe HIN1 sazonal.
Desta forma, seu estudo sugere uma maior patogénese pelo virus
pandémico da influenza HIN1 2009, justificando que este induz uma
maior replicacdo viral e elevacéo de citocinas prd-inflamatérias e, ainda,
diminui os niveis de progesterona.

Além disso, pesquisas também revelam que a vacina contra a
gripe sazonal, disponivel desde 0s anos sessenta, mostrou um bom perfil
de seguranca na populacdo em geral (OMS, 2005; 2014). No entanto, a
maioria das informacdes sobre a seguranca da vacinacdo em gestantes é
proveniente de estudos de farmacovigilancia pés-comercializagéo, sendo
as mulheres gravidas excluidas dos ensaios clinicos conduzidos para
obter a autorizacdo para a comercializacdo. Similarmente, assim como
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0s medicamentos raramente sdo testados para teratogenicidade em
ensaios clinicos controlados, com a vacina da influenza o mesmo
procede. Consequentemente, isso pode causar preocupacdes com a
qualidade dos dados disponiveis sobre quais recomendacdes sdo
indicadas para a pratica, visto que as informagdes sobre a seguranca da
vacina contra HIN1 durante a gravidez sdo limitadas, pois a gravidez
caracteriza-se como um critério de exclusdo para a participacdo deste
grupo em ensaios clinicos com vacinas (Fabiani et al., 2015; McMillan
etal., 2015).

Diante disso, a utilizacdo da vacina contra a gripe durante a
gravidez permanece limitada, devido preocupagdes com o seu efeito
potencial sobre o desenvolvimento do feto e possiveis agdes
teratogénicas, visto que tanto pesquisas clinicas como pré-clinicas sao
pouco realizadas. Neste contexto, o presente estudo teve um carater
inovador e relevante, uma vez que investigou tanto os efeitos da AIM
guanto da vacina contra influenza A na gestacdo, sobre pardmetros
comportamentais e neuroquimicos na vida tardia da prole, em especial
ao comparar 0s géneros, sendo assim, uma pesquisa pioneira inclusive
neste aspecto.
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6 CONCLUSAO

Este estudo investigou os parametros comportamentais de déficit
olfatério, ansiedade, atividade locomotora e comportamento tipo-
depressivo, além dos niveis de BDNF e NGF na prole adulta de ratas
Wistar submetidas a vacinacdo contra influenza A (HLN1) e comparou
tais pardmetros na prole de ratas induzidas a infeccdo com Polyl: C
durante a fase gestacional, considerando o género: machos e fémeas.
Pode-se concluir que a AIM por Polyl: C foi capaz de induzir déficit
olfatério, um comportamento tipo-depressivo e alterou a atividade
locomotora na vida tardia da prole, independentemente do género,
confirmando que a infeccdo pré-natal estd implicada, de fato, nos
transtornos neurodesenvolvimentais.

Em relacdo aos efeitos da vacina HIN1 na gestacdo sobre a prole
adulta, ao associar os resultados comportamentais e niveis de NTs,
observou-se que a vacina apenas alterou o comportamento tipo-
depressivo nos ratos machos. Todavia, o fato dos niveis cerebrais de
BDNF e NGF estarem diminuidos nestes animais poderia contribuir na
compreensdo deste achado comportamental, uma vez que a redugéo das
NTs pode comprometer a angiogénese e neurogénese cerebral e, em
consequéncia, influenciar na resposta comportamental dos animais
HAN1. Verificou-se ainda que a vacina contra influenza A na gravidez
aumentou os niveis de BDNF apenas no cortex frontal de ratas fémeas,
sugerindo que os niveis desta NT foram influenciados pela vacina HIN1
durante a gestagdo, a qual pode ter exercido um efeito protetor a longo
prazo, embora somente neste parametro neuroquimico.

Diante disso, enfatiza-se a necessidade de novos estudos pré-
clinicos avaliarem os efeitos potenciais da vacina¢do contra influenza A
(H1IN21) durante a gestacdo na vida tardia da prole adulta, visto que 0s
possiveis vieses desta pesquisa podem ter contribuido para alguns
resultados encontrados tanto no grupo controle como no grupo HINL.
No mais, conforme mencionado acima, outros pardmetros tanto
comportamentais (inibicdo do reflexo de sobressalto, reconhecimento de
objetos, nado forcado), como bioquimicos (niveis de citocinas pr6 e
anti-inflamatorias, fatores de crescimento e niveis hormonais) devem ser
investigados, a fim de melhor correlacionar os aspectos celulares,
moleculares e de comportamento da AIM e da vacina contra influenza A
na gestacdo, bem como seu envolvimento com os transtornos
psiquiatricos na vida tardia da prole.
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registrada com o protocolo n® 038/2016-1, sob a responsabilidade de Alexandra loppi
Zugno, junto a equipe: Tatiana Barichello, Ana Paula Moreira, Jaqueline da Silva
Generoso, Lutiana Roque Simées, Renan Anténio Ceretta, Cassia Pereira Rafael,
Cristiano Julio Faller, Jessica de Assis Goulart, Gustave Sangiogo da Silva,
Alexandra Stephanie Almeida Heylmann, Gustave Mastella, Louyse Sulzbach
Damazieo - que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagio de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acorde com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC, em reunido de 19/04/2016.
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Espéciefllinhagem/raca | Rato heterogénico Wistar

N° de animais 180

Pesol/ldade 250-300g / 2 meses
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Ongem Biotério da UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed
the following Project:

Project title: “Neurochemical and behavioral effects in the offspring of female rats
vaccinated against Influenza A during pregnancy”.
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Principal Investigator: Alexandra loppi Zugno

Researchers: Tatiana Barichello, Ana Paula Moreira, Jaqueline da Silva Generoso,
Lutiana Roque Simées, Renan Anténio Ceretta, Cassia Pereira Rafael, Cristiano
Julio Faller, Jessica de Assis Goulart, Gustavo Sangiogo da Silva, Alexandra
Stephanie Almeida Heylmann, Gustavo Mastella, Louyse Sulzbach Damazio.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the
original version of this project must be previously submitted to the Committee for further
analyzes. May vyou have further questions, please contact wus on
www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.
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