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RESUMO

INTRODUCAO: a patogénese da esquizofrenia ainda niZo estad bem definida.
Contudo, acredita-se que a Ativacdo Imune Materna (AIM) na gestacdo possa
aumentar o risco de disturbios psiquiatricos na prole. Sabendo que as infeccdes
causam AIM, tem-se duvida se a vacina contra influenza A teria capacidade de gerar
0s mesmos eventos. OBJETIVO GERAL.: verificar a influéncia da AIM e da vacina
contra Influenza A durante a gestacdo, sobre as citocinas inflamatérias e anti-
inflamatorias nas estruturas cerebrais bulbo, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado.
METODOLOGIA: foram utilizadas as proles de ratas que, durante a gestacéo,
receberam salina (controle), Polyl:C e vacina contra influenza A. A prole de cada grupo
foi submetida, com 30 e 60 dias de vida, a quantificacdo dos niveis de interleucinas
pré-inflamatérias 18 (IL-1B) e Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), e anti-inflamatérias
10 (IL-10) e 4 (IL-4) em bulbo, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado.
RESULTADOS: Polyl:C provocou reducédo de citocinas anti-inflamatoérias. A vacina,
contudo, ndo demostrou um padrdo especifico de alteracdes. CONCLUSAOQ: a
Polyl:C € um bom método para demonstrar a influéncia da AIM na vida p6s-natal da
prole. Porém, mais estudos sdo necessarios para verificar a seguranca da vacina no

periodo pré-natal.

Palavras Chaves: esquizofrenia, pré-natal, vacinas contra influenza.



INTRODUCAO

A esquizofrenia é um transtorno mental grave e incapacitante!, cuja
patogénese ainda ndo é totalmente conhecida?. E um distirbio que tende a se
manifestar no final da adolescéncia e no inicio da fase adulta®. Contudo, acredita-se
gue uma ativacao imune materna (AIM) que ocorra durante a gestacdo, possa causar
alteracdes na funcao cerebral de conceptos, aumentando o risco de desenvolvimento
de distUrbios neuropsiquiatricos, entre eles a esquizofrenia*®.

A AIM é caracterizada pelo aumento de citocinas, entre elas interleucina 6
(IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 8 (IL-8), interleucina 1B (IL-1p),
e também proteina C reativa (PCR)®. Estas citocinas podem estar implicadas em
atividade pré-inflamatéria, como a IL-6, IL-18 e interferon C (IFN-c), ou anti-
inflamatoria como a interleucina 4 (IL-4), 13 (IL-13) e principalmente a 10 (IL-10), que
€ capaz de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatorias, a apresentacdo de
antigenos e proliferacédo celular’.

No Sistema Nervoso central (SNC), as citocinas sdo capazes de interferir
no processo de neurodesenvolvimento, podendo levar a alteracdes bioquimicas e
anatdmicas, gerando desequilibrio no que tange a excitacdo e inibicdo neuronal, que
por sua vez, levam a mudancas de comportamentos tipicos de transtornos
neuropsiquicos®. Assim, o excesso na sintese e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias é capaz de levar a alteragdes de neurotransmissores no cérebro do feto®,
em um periodo de suma importancia, ja que a formacgéo de conexdes sinapticas ocorre
justamente durante o periodo pré-natal®.

Uma das alteracdes induzidas pela AIM, evidenciada em modelos animais

pela injecdo do analogo viral acido policitidilico:poliosinico (Polyl:C), foi o atraso na



transicdo de acido gama-amino-butirico (GABA) como agente despolarizante para
hiperpolarizante, que ocorre no desenvolvimento fetal normal, o que aumentou a
concentracgdo intracelular de cloro e inibe a atividade do GABA™X.

E sabido que a infeccdo materna, entre elas a infecgéo pelo virus influenza,
pode gerar ativagcdo imune e ter estes mesmos efeitos'!. Durante a pandemia de 2009,
pdde-se observar que a infeccdo materna esteve associada a maior risco de abortos
espontaneos, prematuridade, natimortos, doencas perinatais e morte!?13, Além disso,
as gestantes sdo consideradas suscetiveis a infeccao grave pelo virus influenza,
sendo consideradas um dos grupos de prioridade para vacinacdo'41°, Acredita-se que
isso ocorra pelas mudancas imunoldgicas proprias da gestacdol®. Por isso,
recomenda-se a vacina para todas as gestantes ou mulheres que irdo gestar, durante
as estacdes de alta incidéncia de influenzal’8, Porém, tem-se divida quanto a
seguranca da vacina, devido ao fato de que esta possa levar ao mesmo desfecho fetal
gue uma infeccdo propriamente dital819.20.21,

O presente estudo visa, portanto, verificar a influéncia da AIM sobre as
citocinas inflamatérias e anti-inflamatorias, avaliando a diferenca nos niveis das
mesmas através da infusdo de salina, vacina contra influenza A (H1N1) e Polyl:C
durante a gestacdo, nas seguintes estruturas cerebrais da prole: bulbo, cértex pré-

frontal, hipocampo e estriado.

MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS



Foram utilizadas 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
alimentacéo 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. Na manha do
dia seguinte foi realizado o esfregaco vaginal para analise de seu conteddo e
diagnoéstico de prenhez. A presenca de um espermatozoide e as caracteristicas do
ciclo estral das fémeas confirmou o diagndstico, que seria o dia zero de gestacao. As
ratas gestantes, entédo, foram divididas em trés grupos:

o Grupo 1: Grupo de ratas prenhas denominado grupo controle (n = 12): neste
grupo, no 9° dia de gestacao, o qual equivale ao 1° trimestre de gravidez em humanos,
foi aplicada uma solucéo salina estéril em dose Unica (0,5mL para cada rata), por via
intraperitoneal (i.p.);

o Grupo 2: Grupo de ratas prenhas denominado grupo HIN1 (n = 12): neste
grupo foi administrada a vacina contra influenza A (H1N1) em dose Unica (0,1 mL por
rata), via i.p., também no 9° dia de gestacéo;

o Grupo 3: Grupo de ratas prenhas denominado grupo Polyl:C (n = 12): este
grupo, no 9° dia de gestacéo, foi submetido a uma Unica injecao de Polyl:C na dose
de 5 mg/kg via i.p.

Em seguida a fase gestacional, os filhotes foram mantidos junto a mae para
a amamentacdo. Vinte e um dias apds o nascimento, os mesmos foram submetidos
ao desmame e a sexagem, sendo separados em machos e fémeas, que foram
divididos em trés grupos: grupo controle com 11 machos e 9 fémeas, grupo HIN1 com
11 machos e 9 fémeas, grupo Polyl:C com 10 machos e 16 fémeas, totalizando 32

machos e 34 fémeas.



Ap6s a amamentacdo, as maes anteriormente expostas aos
procedimentos, foram submetidas a eutanasia por decapitacdo pelo biotério da
Universidade por ndo terem mais utilidade para o presente estudo.

Com 30 e 60 dias de vida, 7 animais machos e 7 animais fémeas de cada
grupo foram eutanasiados e suas estruturas cerebrais (coOrtex frontal, hipocampo,
estriado e BO) dissecadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -
80C®° para posteriores analises bioquimicas dos marcadores inflamatoérios: niveis
cerebrais de IL-1B, IL-10, IL-4, TNF-a. Para tais analises, foram utilizados 7 animais
por grupo (n = 7).

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).

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o

protocolo 038/2016-1 (Anexo).
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Figura 1: Desenho experimental dos testes comportamentais e anélises neuroquimicas realizadas com
a prole de 30 ou 60 dias, machos e fémeas, cujo tratamento materno foi realizado com salina (controle),

vacina (H1N1) ou Polyl:C. Fonte: Autor, 2019.

PROCEDIMENTOS

Administracdo de salina, vacina contra influenza A (H1N1) e Polyl:C nas ratas

gestantes

As ratas gestantes foram divididas em trés grupos: controle, HLN1 e Polyl:.C

conforme apresentado acima. No 9° dia de gestacéo, 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 solucao salina estéril (Cloreto de sédio
— NacCl, 0,9%) na dose unica de 0,5 mL por animal, via i.p.

Nas ratas do grupo H1NL1 foi aplicada 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 de Xia et al. (2014a)?2.

Nas ratas do grupo Polyl:C foi administrada uma unica injecao 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 solucédo isotdnica de NaCl a 0,9% para alcancar uma
concentracéo final de 1 mg/mL. A dose de Polyl: C foi baseada em estudos anteriores

realizados, conforme dados da literatura23.24.25,

Andlise bioquimica

Foram selecionados aleatoriamente 6 ratos de cada grupo. Os niveis

cerebrais de citocinas (IL-18, IL-10, IL-4 e TNF-a) foram determinados através de Kits

comerciais ELISA (R&D Systems), especificos para estas analises, seguindo as

recomendacdes do fabricante.

ANALISE ESTATISTICA

As analises neuroquimicas de citocinas da prole jovem-adulta, fémeas e

machos, foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA) de uma via,



corrigido pelo teste robusto de Welch, quando o teste de Levene foi p<0,05; seguido
pelo post hoc Tukey ou C de Dunnet, quando F foi significativo.

Em geral, 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. O teste de normalidade Shapiro—Wilk foi realizado para confirmar se os dados
possuiam uma distribuicdo normal. As analises estatisticas foram realizadas atraves
do programa Statistical Package for the Social Science (SPSS verséao 20.0) e utilizou-

se o programa GraphPad Prism 5 para a elaboracao dos gréficos.

RESULTADOS

A Figura 2 apresenta os resultados referentes aos niveis cerebrais de
citocinas proé-inflamatérias, IL-1B8 (Fig. 2A e 2B) e TNF-a (Fig. 2C e 2D), nas ratas
fémeas de 30 e 60 dias, respectivamente, cujas maes foram tratadas com salina,
vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Para as fémeas de 30 dias do grupo
Polyl:C, se observou uma diferenca significativa nos niveis de IL-1p no BO [F(29) =
439,880; p<0,01] e estriado [F(2,9) = 5,632; p<0,05], pois houve um aumento dessa
citocina pro-inflamatéria nestas estruturas cerebrais (Fig. 2A). Também se verificou
maiores concentracfes de TNF-a no estriado das ratas fémeas de 60 dias do grupo
Polyl:C [F(2,12) = 0,793; p<0,05], revelando um aumento da inflamacdo nessa regido

cerebral (Fig. 2D).
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Figura 2: Analise dos niveis de interleucina 1B (IL-1B) (Fig. 2A e 2B) e de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (Fig. 2C e 2D) nas estruturas cerebrais: BO, cortex frontal, hipocampo e estriado da prole de
fémeas aos 30 e 60 dias, cujas maes receberam os tratamentos: salina, Vacina (H1N1) ou acido
policitidilico:poliosinico (Polyl:C) durante a gestac¢éo. Os valores foram expressos como média + EPM,
sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor,

2018.

Na Figura 3 sdo apresentados o0s niveis cerebrais de citocinas pré-
inflamatorias, IL-1B (Fig. 3A e 3B) e TNF-a (Fig. 3C e 3D), nos ratos machos de 30 e
60 dias, respectivamente, cujas maes foram tratadas com salina, vacina (H1N1) ou
Polyl:C durante a gestacdo. Para os ratos machos de 30 dias do grupo Polyl:C, a
Figura 3A aponta uma diferenca estatistica para os niveis de IL-1 no cortex frontal
[F(2.11) = 7,009; p<0,05], hipocampo [F(2.13) = 2,291; p<0,05] e estriado [F(2,10) = 5,873,;
p<0,05], estruturas cerebrais em que houve redugdo dos niveis desta citocina pro-

inflamatdria quando comparado ao grupo controle. De modo similar, houve uma
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diminuicdo nas concentracdes de IL-1B no cortex cerebral [F(2,11) = 7,009; p<0,05] de
ratos machos de 30 dias do grupo vacina (Fig. 3A). Ainda se verificou um aumento
nos niveis de TNF-a no cortex cerebral [F(2,12) = 3,588; p<0,05] de ratos machos de
30 dias do grupo Polyl:C (Fig. 3C), o que indica uma neuroinflamacdo, ao menos
nessa area cerebral, nestes animais jovens.

Para os ratos machos de 60 dias do grupo vacina, a Figura 3B demonstra que
houve uma diferenca significativa nos niveis de IL-1B no BO [F(z2,12) = 3,965; p<0,05],
cortex frontal [F(2,9) = 4,119; p<0,05] e estriado [F(2,11) = 3,258; p<0,05] dos animais
adultos, apontando uma diminuicdo nos niveis desta citocina pro-inflamatoria nas trés

estruturas cerebrais avaliadas quando comparado ao grupo controle.
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Figura 3: Analise dos niveis de interleucina 18 (IL-1B) (Fig. 3A e 3B) e de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (Fig. 3C e 3D) nas estruturas cerebrais: BO, cdrtex frontal, hipocampo e estriado da prole de
machos aos 30 e 60 dias, cujas mées receberam os tratamentos: salina, vacina (H1IN1) ou &cido

policitidilico:poliosinico (Polyl:C) durante a gestagao. Os valores foram expressos como média + EPM,
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sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor,

2018.

Os dados das citocinas anti-inflamatorias estdo representados na Figura 4, a

qual aponta os niveis de IL-4 (Fig. 4A e 4B) e de IL-10 (Fig. 4C e 4D) nas ratas fémeas

de 30 e 60 dias, respectivamente, cujas méaes receberam salina, vacina (H1IN1) ou

Polyl:C durante a gestagdo. Em geral, houve uma diferenca estatistica nos niveis de

IL-4 hipocampal [F(2,14) = 5,488; p<0,05] apenas para as ratas fémeas de 60 dias do

grupo vacina (Fig. 4B) quando comparado ao grupo controle, uma vez que houve

aumento nos niveis desta citocina anti-inflamatéria. As ratas fémeas de 30 dias do

grupo vacina também apresentaram um aumento nas concentracdes de IL-10 [F(2,12)

=5,964; p<0,05] no cortex frontal, conforme ilustrado na Figura 4C. Nas fémeas de 60

dias (Fig. 4D), nesta mesma estrutura cerebral, foi observada uma diminuicdo nos

niveis de IL-10 para os animais dos grupos vacina e Polyl:C [F(2,9) = 7,103; p<0,05].
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Figura 4: Andlise dos niveis de interleucina 4 (IL-4) (Fig. 4A e 4B) e de interleucina 10 (IL-10) (Fig. 4C
e 4D) nas estruturas cerebrais: BO, cortex frontal, hipocampo e estriado da prole de fémeas aos 30 e
60 dias, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina HLIN1 ou &cido policitidilico:poliosinico
(Polyl:C) durante a gestagdo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados

significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2018.

A Figura 5 retrata as concentracoes cerebrais de IL-4 (Fig. 5A e 5B) e IL-10
(Fig. 5C e 5D) nos ratos machos de 30 e 60 dias, respectivamente, cujas maes foram
tratadas com salina, vacina (H1N1) ou Polyl:C durante a gestacdo. Conforme
apontado na Figura 5C houve diferenca estatistica para os machos de 30 dias quanto
aos niveis de IL-10, os quais diminuiram nos animais dos grupos vacina e Polyl:C,
respectivamente, no BO [F(214) = 3,514; p<0,05] e cortex cerebral [F(2,12) = 8,350;
p<0,05].

Para os ratos machos de 60 dias, a Figura 5B indica uma reducéo significativa
nos niveis de IL-4 no cortex frontal [F(2,13) = 6,766; p<0,05] e estriado [F(2,14) = 6,714;
p<0,05] dos animais do grupo Polyl:C. Também se observou uma diminuicdo nos
niveis de IL-4 [F(2,14) = 6,714; p<0,05] e IL-10 [F(2,8) = 4,678; p<0,05], porém apenas

no estriado, de ratos machos adultos do grupo vacina em relacédo ao grupo controle.
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Figura 5: Andlise dos niveis de interleucina 4 (IL-4) (Fig. 5A e 5B) e de interleucina 10 (IL-10) (Fig. 5C
e 5D) nas estruturas cerebrais: BO, coértex frontal, hipocampo e estriado da prole de machos aos 30 e
60 dias, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou acido policitidilico:poliosinico
(Polyl:C) durante a gestacdo Os valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados

significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2018.

DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem que a AIM induzida pela Polyl:C gera
anormalidades cerebrais a longo prazo, semelhantes ao que ocorre na esquizofrenia.
Dentre essas alteracfes, destacam-se as alteragdes nos niveis cerebrais de citocinas
da prole estudada, que pode ser responséavel por afetar a funcéo cerebral durante o
periodo fetal e também pds-fetal, principalmente no momento em que as vias

neuronais sdo elaboradas?6.
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Nosso estudo buscou induzir a AIM através da Polyl:C, uma vez que esta
claro na literatura a sua capacidade de causar alteracdes inflamatérias, como por
exemplo, o aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, semelhante ao que
ocorre em resposta a infecgdo viral®”?8, mais especificamente, a exposicdo materna a
infeccéo pelo virus influenza?®. Em consonancia com isso, Macédo e colaboradores
(2012) afirmam que a Polyl:C é capaz de causar alteracbes que mimetizam o
prédromo e os sintomas da esquizofrenia.

Para verificar as alteracdes nos niveis de citocinas pela AIM induzida por
Polyl:C, nosso estudo comparou os niveis de citocinas pro-inflamatérias (IL-13, TNF-
a) e anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) nas estruturas cerebrais bulbo olfatorio, cortex
frontal, hipocampo e estriado na prole de fémeas e machos de ratas Wistar, que foram
submetidas tanto a vacinac¢ao contra influenza A (H1N1) e a inducéo de infeccdo com
a Polyl:C durante a gestacéo.

De acordo com dados epidemiolégicos de diversos estudos, a
esquizofrenia tende a se manifestar no final da adolescéncia e inicio da idade
adulta®3132, Em conformidade com isso, nosso estudo analisou os niveis de citocinas
nos dias 30 e 60, de forma semelhante ao estudo realizado por Macédo e
colaboradores (2012) que afirmam que a adolescéncia em roedores ocorre entre 0s
dias 28 a 35 no pos-natal e a idade adulta tem inicio a partir do dia 56 pds-natal®.
Além disso, vale destacar que a injecao de Polyl:C tende a provocar altera¢des a longo
prazo, que sO irdo se manifestar na prole adulta, seguindo o padrao
epidemioldgico?6:28:30,

Nossos resultados apontam um aumento nos niveis de IL-1p no BO e

estriado das ratas fémeas de 30 dias, bem como maiores concentracdes de IL-13 e
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TNF-a no estriado das fémeas de 60 dias, sendo estas alteragdes observadas no
grupo que recebeu Polyl:C.

Com relacéo aos animais machos de 30 dias do grupo que recebeu Polyl:C
houve reducédo nos niveis de IL-18 no cértex frontal, hipocampo e estriado, e aumento
nos niveis de TNF-a no cértex frontal.

Analisando as citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) nos animais do
grupo Polyl:C, ndo foram encontradas alteracdes significativas nos niveis de IL-4 nas
ratas fémeas de 30 e 60 dias no grupo que recebeu Polyl:C. Porém, com relacéo a IL-
10, nas fémeas de 60 dias, houve reducéo nos niveis de IL-10 no coértex frontal tanto
no grupo que recebeu a vacina quanto no grupo que recebeu Polyl:C, enquanto que
nas fémeas de 30 dias houve aumento de IL-10 no cortex frontal do grupo que recebeu
a vacina. Nos ratos machos, verificou-se reducéo nas concentracdes de IL-10 no BO
e cortex frontal de ratos de 30 dias que receberam a Polyl:C e a vacina, houve também
a diminuicdo de IL-10 no estriado de ratos de 60 dias em ambos os grupos. Com
relacdo a IL-4, seus niveis diminuiram no cortex frontal e no estriado de machos de
60 dias do grupo Polyl:C.

Assim, verificamos que as citocinas pro-inflamatérias mostraram resultados
com padrdes diferentes em machos e fémeas de 30 e 60 dias. Nossos resultados
estdo de acordo com o estudo desenvolvido por Garay e colaboradores (2013), e
também por Estes e McAllister (2016), que ao analisarem os niveis de citocinas
cerebrais na prole verificaram que a concentracdo dessas no cérebro em
desenvolvimento mudam com a idade e de acordo com a regido em que Sao
analisadas*®3. A justificativa para isso seria o fato de que as citocinas participam de
mecanismos de feedbacks, regulando umas as outras afim de se manterem dentro de

uma faixa homeostatica. Assim, pode-se afirmar que a neuroinflamacéo causada pelo
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aumento de citocinas no periodo pré-natal leve a efeitos cronicos, e tais efeitos
acabam interagindo com outros estressores que surgem ao longo do
desenvolvimento*28:33.34,

Além disso, nossos resultados mostram que as alteracdes de citocinas
também se apresentam em diferentes padrées de acordo com o sexo da prole. Tais
diferencas eram esperadas, ja que o desenvolvimento cerebral normal sofre influéncia
dos hormdnios sexuais durante a organizac¢ao dos circuitos neuronais. Portanto, deve-
se esperar também que o insulto pré-natal leve a modificacbes hormonais diferentes
de acordo com o sexo, além do que esses horménios agem em locais diferentes de
acordo com esse fator®*. Verificamos também que os machos apresentaram tendéncia
maior a diminuicdo dos niveis de citocinas anti-inflamatérias, tanto no grupo vacina
guanto no grupo Polyl:C, quando comparado ao grupo controle. Isso vai de acordo
com alguns dos poucos estudos disponiveis que afirmam que os ratos machos séo
mais sensiveis ao periodo pré-natal do que as fémeas, sendo estas mais sensiveis
aos estresses do periodo pds-natal. Isso ocorre pelo fato de os machos apresentarem
desenvolvimento cortical cerebral muito mais lento do que as fémeas, o0 que torna o
cérebro masculino mais suscetivel a insultos por um periodo mais longo343%,

Em um estudo realizado por Garay e colaboradores (2013), em gque foram
verificados os niveis de diversas citocinas, concluiu-se que AIM levou a mudancas
cronicas nos niveis de citocinas cerebrais da prole, principalmente nas regifes do
cortex frontal, cértex cingulado e hipocampo, sendo que o cortex frontal e hipocampo
foram as regifes que apresentaram elevacao dos niveis de citocinas, principalmente
as proé-inflamatorias®3. Esses aumentos seguiram o seguinte padrdo: aumento ao
nascimento, seguido de reducdo nos dias 14 e 30, e novo aumento por volta do dia

60. Tais resultados vao em conformidade com o0 nosso estudo, uma vez que o cortex
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frontal também foi a regido que apresentou alteracdes de significancia das citocinas
pré-inflamatérias.

Adicionalmente, nosso estudo encontrou que as citocinas anti-inflamatorias
estudadas (IL-4 e IL-10) tiveram seus niveis diminuidos nos machos de 30 e 60 dias
no BO, cortex e estriado, prole esta cujas maes receberam Polyl:C. Isso também esta
parcialmente de encontro aos dados obtidos por Garay e colaboradores (2013), que
demonstrou que essa reducdo foi maior no cértex frontals.

Estudos indicam que a AIM leve a estimulacdo da micréglia®®, que por sua
vez é responsavel por grande parte da producdo de citocinas®’ e que estas levam a
alteracdes de neurotransmissores32,

Outros estudos mostram que o cortex frontal e o estriado, de pacientes
com esquizofrenia, foram as regides que apresentaram alteracdes significativas nos
neurotransmissores glutamato e dopamina3?3°. Acreditamos, portanto, que o0s
nossos resultados estdo de acordo com os dados da literatura, uma vez que o cortex
frontal juntamente com o estriado, foram as regides que tiveram as maiores alteracoes
nas citocinas quando foi administrada a Polyl:C. Mais especificamente, com relagéo
as citocinas pro-inflamatérias, nas fémeas de 30 dias houve aumento da IL-1p no
estriado e BO, nas de 60 dias houve também um aumento da IL-1B no estriado além
do aumento de TNF-a nessa mesma estrutura. Ja nos machos de 30 dias houve
aumento de TNF-a no cértex frontal. Em comparagao, a diminuigdo de IL-1 no grupo
gue recebeu a vacina também ocorreu nas regides citadas, mais especificamente no
cortex dos machos de 30 dias e no cortex, BO e estriado dos machos de 60 dias.

Por fim, estudo realizado por Xia e colaboradores (2014) buscou comparar
0s impactos da vacinagéo contra influenza H1N1, vacina contra influenza sazonal e

grupo controle (grupo com AIM). Nesse estudo, foi verificado que a prole, cujas méaes
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receberam a vacina contra influenza H1IN1, apresentou bloqueio no comprometimento
cognitivo que é normalmente induzido pela AIM. Foi verificado também que ambas as
vacinas administradas promoveram neurogénese e melhora na funcéo
comportamental, e que isso ocorreu devido ao aumento de citocinas anti-inflamatoria
em contraste com a diminuicdo das pré-inflamatérias (entre elas IL-18 e TNF-a)?2.
Esses resultados estdo parcialmente de acordo com o presente estudo, pois também
ocorreu a reducédo de IL-1B no cortex frontal, no BO e estriado dos ratos machos de
60 dias e reducao de IL-1B no cortex frontal dos ratos machos de 30 dias do grupo
gue recebeu a vacina. Além disso, nos machos com 60 dias, a vacina teve uma
tendéncia a diminuicdo menor da IL-4 no cértex e no estriado quando comparada ao
grupo que recebeu Polyl:C. Nas ratas fémeas de 30 dias, observou-se aumento de IL-
10 no coértex no grupo que recebeu a vacina. Ja as ratas de 60 dias do grupo que
recebeu a vacina apresentaram aumento da IL-4 no hipocampo, em compara¢ao com
0s grupos controle e Polyl:C. Acreditamos que isso ocorra devido a uma tendéncia
benéfica da vacina, pois o aumento da IL-10 e IL-4 leva a supresséao do efeitos da AIM
no comportamento da prole?®. Ja4 a IL-1B em altos niveis pode levar a déficits

cognitivos observados na esquizofrenia®’.

CONCLUSAO

Em concluséo, verificamos que a neuroinflamacéo causada pelo aumento
de citocinas proé-inflamatdérias leva a efeitos crénicos, que acompanhardo a prole ao
longo de todo o seu desenvolvimento. Verificamos também que os machos sédo mais
suscetiveis ao estresse do periodo pré-natal do que as fémeas. Por fim, concluimos

também que a vacinacao contra influenza A H1IN1 apresenta tendéncia a promover
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neuroprotecado. Porém com os resultados apresentados, ndo € possivel afirmar essa

hipbtese, sendo necessarios novos estudos para confirmar esta tendéncia.
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LEGENDA DE FIGURAS

Figura 1: Desenho experimental dos testes comportamentais e analises neuroquimicas realizadas com
a prole de 30 ou 60 dias, machos e fémeas, cujo tratamento materno foi realizado com salina (controle),

vacina (H1N21) ou &cido policitidilico:poliosinico (Polyl:C). Fonte: Autor, 2019.

Figura 2: Analise dos niveis de interleucina 18 (IL-1B) (Fig. 2A e 2B) e de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (Fig. 2C e 2D) nas estruturas cerebrais: BO, cortex frontal, hipocampo e estriado da prole de
fémeas aos 30 e 60 dias, cujas maes receberam os tratamentos: salina, Vacina (H1N1) ou acido
policitidilico:poliosinico (Polyl:C) durante a gestacéo. Os valores foram expressos como média + EPM,
sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor,

2018.

Figura 3: Analise dos niveis de interleucina 1B (IL-1B) (Fig. 3A e 3B) e de fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (Fig. 3C e 3D) nas estruturas cerebrais: BO, cértex frontal, hipocampo e estriado da prole de
machos aos 30 e 60 dias, cujas mées receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou &cido
policitidilico:poliosinico (Polyl:C) durante a gestacédo. Os valores foram expressos como média + EPM,
sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor,

2018.

Figura 4: Analise dos niveis de interleucina 4 (IL-4) (Fig. 4A e 4B) e de interleucina 10 (IL-10) (Fig. 4C
e 4D) nas estruturas cerebrais: BO, cértex frontal, hipocampo e estriado da prole de fémeas aos 30 e
60 dias, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina HLIN1 ou &cido policitidilico:poliosinico
(Polyl:C) durante a gestagéo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados

significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2018.

Figura 5: Andlise dos niveis de interleucina 4 (IL-4) (Fig. 5A e 5B) e de interleucina 10 (IL-10) (Fig. 5C
e 5D) nas estruturas cerebrais: BO, cértex frontal, hipocampo e estriado da prole de machos aos 30 e

60 dias, cujas maes receberam os tratamentos: salina, vacina (H1N1) ou acido policitidilico:poliosinico
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(Polyl:C) durante a gestacao Os valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados

significativos valores de p<0,05, n=7. *diferente do grupo controle. Fonte: Autor, 2018.



