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RESUMO

Desordens neuropsiquiatricas estdo entre as doengas que mais afetam a populagdo mundial.
Estudos demonstram a influéncia de fatores genéticos e ambientais no desencadeamento
dessas desordens. Destaca-se, dentro dos aspectos ambientais, o estresse pré-natal por agentes
infecciosos, responsavel pela ativagdo do sistema imunologico e producdo de citocinas,
moléculas capazes de atravessar a barreira placentaria e alcangar o feto, podendo prejudicar
seu neurodesenvolvimento. A vacinagdo tem sido uma ferramenta importante contra
epidemias, sendo recomentada para gestantes. Visto que a vacinagdo também altera os niveis
de citocinas pro-inflamatdrias, € importante investigar melhor o efeito dessa pratica na prole
dessas gestantes. Logo, esse trabalho busca avaliar o efeito da vacinagdo no comportamento
relacionado a memoria e sociabilidade da prole adulta e investigar se o periodo em que a
infec¢do ocorre influencia nessas alteragdes. Para isso, camundongos da linhagem Balb C
prenhas receberam inje¢des de vacina influenza A (HINT1) ou salina, no sexto (E6) ou décimo
sexto (E16) dia de gestagdo. A prole adulta passou pelos testes de Interagdo Social (IS), que
avalia a sociabilidade e a preferéncia por novidade social, € Reconhecimento de Objeto (RO),
que avalia o aprendizado e a memoria. Os resultados para RO mostraram altera¢des no
aprendizado e memoria da prole cujas matrizes foram tratadas com vacina influenza A
(HINT) em E16, mas ndo em E6, indicando que o periodo da exposi¢do ao agente infeccioso
influencia nas modifica¢cdes encontradas para a memoria. Para IS os grupos controles ndo
apresentaram o comportamento esperado para animais normais, indicando possivel falha no

método utilizado.

Palavras chave: Vacina influenza A (HIN1). Ativagdo imunolégica maternal. Memoria e

sociabilidade.



ii

ABSTRACT

Neuropsychiatric disorders are among the diseases that most affect world population. Studies
demonstrate the influence of genetic and environmental factors in triggering these disorders.
An important environmental aspect is prenatal stress due to infectious agents, which leads to
activation of the immune system and production of cytokines, molecules capable of crossing
placental barrier and reaching fetus, what may impair its neurodevelopment. Vaccination has
been an important tool against epidemics, being recommended during pregnancy. Since
vaccination also alters levels of proinflammatory cytokines, it is important to investigate the
effect of this practice on offspring of pregnant women. Therefore, this work aims to evaluate
the effect of vaccination on behavior related to memory and sociability of adult offspring and
to investigate if the period of infection plays a role in these changes. For this, Balb C pregnant
mice received injections of influenza A (H1N1) or saline vaccine on sixth (E6) or sixteenth
(E16) day of gestation. Adult offspring was submitted in Social Interaction Task (SI), which
evaluates sociability and preference for social novelty, and Object Recognition Task (OR),
which evaluates learning and memory. Results for OR showed changes in learning and
memory of offspring whose mothers were treated with influenza A (HIN1) vaccine at E16,
but not at E6, indicating that the time of maternal immune challenge determines the patterns
of behavioral abnormalities displayed by the offspring at adult age. For SI, control groups did

not exhibit expected behavior for normal animals, indicating a possible failure in the method.

Key words: Influenza A (HIN1) vaccine. Inmunological maternal activation. Memory and

sociability.
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LISTA ABREVIATURAS

EO — dia zero da gestacdo

E16 — decimo sexto dia gestacional

E6 — sexto dia gestacional

IL — interleucina

INF — interferon

IS — Teste de Interagdo Social

LPS — lipopolisacarideos

MHCI - complexo principal de histocompatibilidade tipo 1
P60 — sessenta dias de idade

PBS - tampao fosfato salina

RNA - acido ribonucleico

RO — Teste de Reconhecimento de Objeto

TDAH - transtorno de déficit de aten¢do/hiperatividade

TNF — fator de necrose tumoral



1 INTRODUCAO

Registros mostram que os transtornos mentais estdo presentes na sociedade desde a
antiguidade, quando eram considerados sinais de profetas ou castigos divinos. Os doentes
eram tidos como loucos e, por isso, marginalizados. Ainda no Iluminismo, onde as
explicagcdes sobrenaturais foram substituidas pela racionalidade, os doentes continuaram
sendo excluidos pela sociedade. Com o avango da ciéncia foi possivel compreender que havia
uma razdo psicopatologica por tras dos sintomas apresentados, e que esses se tratavam de
manifestagdes de doengas, porém muito ainda precisava ser elucidado (SPADINI; SOUZA,
2006). Em 1952, profissionais na area da saide mental estabeleceram critérios para
classificacdo e diagnostico dos transtornos mentais e criaram o Manual Diagnoéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM), porém os disturbios ainda ndo t€ém sua etiologia
totalmente esclarecida (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION - APS, 2013).

De acordo com o DSM-5, transtorno mental ou desordem neuropsiquidtrica ¢ uma
sindrome caracterizada por alteragdes na cogni¢do, nas emogdes ou no comportamento de um
individuo devido as modifica¢des psicologicas, biologicas ou de desenvolvimento. Nesse
sentido, se enquadram: transtorno do espectro autista, transtorno de déficit de
atengdo/hiperatividade (TDAH), esquizofrenia, transtorno bipolar, transtorno depressivo,
transtorno de ansiedade, transtorno obsessivo compulsivo, transtornos relacionados a trauma e
a estressores, entre outros (APS, 2013).

As desordens neuropsiquiatricas estdo entre as doengas que mais afetam a populagdo
mundial. De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), a depressdo € a
principal causa de incapacidade no mundo, com cerca de 322 milhdes de afetados, sendo as
mulheres mais acometidas que os homens. O total de pessoas vivendo com ansiedade ¢ em
torno de 264 milhdes. O numero de casos de transtorno bipolar ¢ de aproximadamente 60

milhdes de pessoas. Por volta de 21 milhdes de individuos sdo afetados por esquizofrenia, dos
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quais 12 milhdes sdo homens e 9 milhdes sio mulheres (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE - OMS, 2017).

No Brasil, segundo relatério da OMS divulgado em 2017, 5,8% da populagdo sofre
com depressdo, fato que o coloca com o segundo pais com maior prevaléncia da doenga nas
Américas e o primeiro na América Latina. Com relagdo a ansiedade, o Brasil apresenta
prevaléncia de 9,3%, a maior em toda América. Todos esses dados evidenciam a necessidade
de se compreender melhor sobre os transtornos neuropsiquiatricos, principalmente suas
causas, possibilitando novas abordagens de tratamento (OMS, 2017).

A influéncia genética nos disturbios neuropsiquiatricos foi mostrada em diversos
estudos. Resultados do Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics Consortium
evidenciaram uma alta taxa de herdabilidade para a esquizofrenia, o transtorno bipolar, o
TDAH, o transtorno depressivo e o transtorno do espectro autista. O mesmo grupo encontrou
uma sobreposi¢do genética entre essas doengas (CROSS-DISORDER GROUP OF THE
PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM, 2013). Outros estudos realizados na Suécia
avaliaram o histérico familiar de doentes com transtornos psiquiatricos e concluiram que ha
uma maior incidéncia de casos entre gémeos e entre individuos com pais portadores de
doengas mentais (LI, SUNDQUIST, J.; SUNDQUIST, K., 2007; LI et al., 2009).

Diversos polimorfismos foram identificados em genes de individuos com transtornos
neuropsiquiatricos. Muta¢des em cinco regides cromossomicas foram encontradas em
pacientes com desordem bipolar, sendo duas dessas nunca antes descritas (MUHLEISEN et
al., 2013). Foram identificados dois /oci no cromossomo 10 que contribuem para o risco de
depressio (CONVERGE CONSORTIUM, 2015), 108 loci associados a esquizofrenia

(SCHIZOPHRENIA WORKING GROUP OF THE PSYCHIATRIC GENOMICS



CONSORTIUM, 2014) e uma variagdo no gene neurexin-1 relacionada ao autismo e também
a esquizofrenia (VOINESKOS et al, 2011).

Pesquisas nesse ambito sdo constantemente exploradas, visto que a relagdo entre a
genética e os disturbios se mostra bem complexa, podendo mutagdes em um Unico gene ou
em uma mesma regido génica estarem relacionadas a diversas desordens neuropsiquiatricas
(ZHU et al., 2014). Apesar das inameras evidéncias da presenca de um fator genético
envolvido, ndo se pode ignorar o fator ambiental, que sem davidas tem relagdo com o
surgimento ou agravamento das doengas.

Diferentes influéncias do ambiente sdo fatores estressantes, como urbanizagio,
migracdo, status social, abuso infantil e complica¢gdes no parto, podendo induzir transtornos
mentais. Estresse ¢ definido como o conjunto de reagdes que o individuo apresenta quando
submetido a situagdes que exigem esfor¢o adaptativo (SEYLE, 1959), sendo essas reagdes
possivelmente responsaveis por alteragdes fisiologicas que podem desencadear doengas. Por
exemplo, areas mais urbanizadas sdo mais expostas a fatores de risco, como poluigdo,
infecgOes e alimentagdo industrializada. Desse modo, individuos que vivem em areas com
maior taxa de urbanizagdo possuem maior risco de desenvolverem esquizofrenia do que
pessoas que vivem na area rural (PEDERSEN; MORTENSEN, 2001).

Uma maior incidéncia de doengas mentais entre imigrantes, que persiste inclusive na
geracdo seguinte, pode estar relacionada a eventos ocorridos apds a migra¢do como a
discrimina¢do pelo fato de esse grupo representar uma minoria no novo local, além do
estresse pela adaptagdo a nova cultura e ambiente (BOURQUE; VAN DER VEN; MALLA,
2011). Isso ndo se restringe aos imigrantes, outras minorias também sdo afetadas pela
discriminagdo e exclusdo social, resultando em um sentimento de inferioridade, fatores que

aumentam sintomas de psicoses (VAN OS; KENIS; RUTTEN, 2010).



Eventos estressantes nas fases iniciais da vida, como o abuso emocional infantil, estdo
associados com o aumento de transtornos depressivos na idade adulta. Adultos que sofreram
abuso infantil desenvolvem uma imagem negativa de si proprios e estdo em constante estado
de defesa, com isso, eventos estressantes cotidianos da vida adulta s@o interpretados de
maneira negativa, podendo levar mais facilmente a depressio (SHAPERO et al., 2014).
Outros traumas na infancia, como abuso sexual e fisico, negligéncia, bullying e perda dos
pais, também estdo associados com maior risco de aparecimento de doengas psiquiatricas
(VARESE et al ., 2012).

Episddios que ocorrem quando o feto ainda se encontra no utero materno, durante o
parto ou no inicio do periodo neonatal também foram estudados e relacionados com os
transtornos mentais. Dentre eles podem-se citar complicagdes obstétricas, como pré-
eclampsia, sangramento, asfixia e redug@o da circunferéncia craniana do feto (SCHMITT et
al., 2014). Eventos estressantes vivenciados pela mae durante a gravidez, como fome,
desastres naturais e guerras, luto, gravidez indesejada e infec¢des também estdo relacionados
(MARKHAM; KOENING, 2011; SPAUWEN et al., 2004, SUSSER; LIN, 1992).

Estudos que indicam a infecgdo maternal como causa das doengas neuropsiquiatricas
sdo recentes. As primeiras evidencias mostram casos de anormalidades nas fungdes do
sistema nervoso central encontradas em fetos de mées que contrairam rubéola durante uma
grande epidemia ocorrida em 1964 (SOUTH, SEVER, 1985). Outra pesquisa que foi
importante para o estabelecimento dessa teoria encontrou uma tendéncia maior de casos de
esquizofrenia em individuos que nasceram na estagdo do inverno (BRADBURY; MILLER,
1985), o que pode ser explicado pela maior incidéncia de infec¢des nessa estacdo do ano

(BROWN; SUSSER, 2002).



Desde entdo diversos estudos apontaram liga¢des entre casos de infecgdes maternais
por diferentes agentes patologicos e o desenvolvimento de doencas mentais. Mednick e
colaboradores (1988) encontraram um aumento do numero de diagndsticos de esquizofrenia
dentre individuos que estavam em seu segundo trimestre de desenvolvimento fetal durante a
epidemia de influenza A2 em 1957. Os transtornos do espectro autista também foram
relacionados a hospitalizagdes por infec¢des bacterianas durante o segundo trimestre e por
infecgdes virais durante o primeiro trimestre da gravidez (ATLADOTTIR et al., 2010).

Uma diversidade de doengas, como sarampo, gripe, herpes, poliomielite,
toxoplasmose, infec¢des genitais e reprodutivas (REISINGER et al., 2015), causadas por
diferentes patogenos (virus, bactérias e protozoarios), levam ao aumento do risco de
desenvolvimento de varias doengas neuropsiquiatricas. O fato de diferentes agentes
patogénicos estarem relacionados as desordens mentais indica que deve existir um fator
comum entre eles. Para se compreender essa semelhanga entre os diferentes agentes
infecciosos € preciso entender alguns dos processos que ocorrem durante o periodo
gestacional e as altera¢des provocadas pelos patégenos no desenvolvimento fetal (ESTES;
MCALLISTER, 2016).

A formagdo do sistema neural se inicia com eventos complexos e delicados durante o
desenvolvimento do embrido. Esse processo comega, mais precisamente, no fim da
gastrulagdo, com a geragdo da neuroectoderme e posterior formagdo da placa neural, que
precede o tubo neural, o qual se prolifera e se remodela para formar o sistema nervoso central.
Alguns dos principais eventos do neurodesenvolvimeto sdo: neurogénese, migragdo neuronal,
estabelecimento de sinapses, diferenciagdo celular e mielinizagio (MARKHAM; KOENING,

2011; SALIHAGIC-KADIC et al., 2005).



A neurogénese comega durante a embriogénese, na quarta semana apos a concepgao,
tem seu periodo de maior intensidade no inicio do periodo fetal, entre oitava e decima
segunda semana, e termina por volta da vigésima semana. A migragdo tem seu periodo de
maior atividade no segundo trimestre da gestagdo. A formagdo das sinapses se inicia entre a
sexta e oitava semana, mas termina apenas quando o individuo ja estd na puberdade.
Processos de diferenciagdo celular e mielinizagdo ocorrem principalmente no terceiro
trimestre e no periodo pos-natal. E importante destacar que o crescimento e amadurecimento
do sistema nervoso perdura por todos os periodos da gestagdo, sendo que alguns sé cessam na
idade adulta (SALIHAGIC-KADIC et al., 2005).

Todo o desenvolvimento gestacional € protegido por um O6rgdo fundamental, a
placenta, que representa a ligagdo entre a mae e o feto. Essa estrutura é necessaria para suprir
as necessidades do bebé em seus primeiros meses de vida, sendo responsavel pela troca
gasosa, nutri¢do, defesa e produg@o de hormdnios. A placenta forma uma barreira regulando a
entrada e saida de substancias entre 0 ambiente materno e o fetal. Entretanto, a seletividade da
barreira apresenta falhas, possibilitando a passagem de drogas e agentes patogénicos, o que
pode levar a alteragdes no desenvolvimento fetal (DIAZ-LUJAN et al, 2016; GOASDOUE et
al., 2016; GRIFFITHS; CAMPBELL, 2015).

A complexidade dos processos que permeiam a neurontogenia faz com que haja a
necessidade de um ambiente intrauterino adequado, garantindo as condi¢gdes ideais para o
desenvolvimento fetal. Influéncias do ambiente externo, como a infec¢do maternal, podem
promover consequéncias danosas que refletem no funcionamento adequado do sistema neural
(SALIHAGIC-KADIC et al., 2005). Por exemplo, pesquisadores encontraram alteragdes na

memoria de curto prazo de mulheres adultas, cujas maes passaram por estresse pré-natal
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(ENTRINGER et al., 2009), assim como no comprimento do septo pelucido, area cerebral que
também se mostra alterada em individuos esquizofrénicos (BROWN et al., 2009).

Além das alteragBes comportamentais e anatdmicas, diversos estudos constataram
modificagdes na resposta imunoldgica. Dentre esses destacam-se o aumento dos niveis de
citocinas inflamatorias, interleucinas (como IL-4, IL-5 e IL-10), fatores de necrose tumoral
(como TNF-a e TNF-B) e interferons (como IFN-y), quando analisado o fluido amnidtico de
maes com doengas autoimunes e/ou que passaram por infecgdes durante a gravidez e tiveram
filhos com doengas do espectro autista (ABDALLAH et al., 2013; GOINES et al., 2011). A
alta expressdo de IL-6, TNF, IL-8 e proteina C reativa durante a gravidez foi associada ao
risco de esquizofrenia na prole (BUKA et al.,, 2001; CANETTA et al, 2014). Outros
pesquisadores injetaram citocinas inflamatorias, como por exemplo IL-6, IL-1B3, IFN-y e
TNF-a, em modelos animais e concluiram que a administracdo das citocinas foi suficiente
para provocar altera¢cdes comportamentais e patoldgicas na prole (MEYER et al., 2014).

Esse desequilibrio nos niveis de citocinas pode afetar o desenvolvimento fetal e
prejudicar as fungdes cerebrais, visto que regulam diversos processos fisiologicos, como o
desenvolvimento, a plasticidade e as fungdes cerebrais (DEVERMAN; PATTERSON, 2009).
Como exemplo, em niveis normais a IL-1 atua controlando a proliferacdo e diferenciagdo
celular durante a formag@o da medula espinal em embrides (DE LA MANO et al, 2007) e
também auxilia na formacdo de sinapses e na adesdo celular (YOSHIDA et al., 2012), e o
TNF modula a diferenciagdo, a proliferacdo e a sobrevivéncia neuronal (BERNARDINO et
al., 2008).

Além das citocinas, outras moléculas imunoldgicas s@o alteradas pela infeccdo
maternal, como o complexo principal de histocompatibilidade tipo I (MHCI). O MHCI esta

presente nos neurdnios e regula a formagao, densidade e plasticidade de sinapses durante o



neurodesenvolvimento. Os niveis de MHCI se mostraram elevados na prole de maes que
passaram por infec¢do maternal. Esse desequilibrio foi relacionado com o decréscimo da
densidade de sinapses glutamatérgicas observadas nos neurdnios corticais da prole, o que
pode ser critico para o desenvolvimento das doengas neuropsiquidtricas (ELMER et al.,
2013).

Todos os dados levantados até entdo indicam que as modificagdes comportamentais
sdo atribuidas a resposta imunologica maternal, e ndo ao patdgeno em si. Mas ainda assim,
estudos permitem inferir que o tipo de resposta imunoldgica, 0 momento e a intensidade da
infec¢do podem variar, interferindo no tipo de mudanga comportamental e neuropatoldgica
apresentada pelos adultos (MEYER et al., 2006, KNUESEL et al., 2014).

Pesquisas nesse ambito sdo fundamentais, mas avaliagdes em humanos podem trazer
certas controvérsias, visto que ndo ¢ possivel isolar as influéncias do meio externo para um
resultado mais preciso, utilizar de métodos invasivos, nem acompanhar todo o processo
gestacional. Assim, para realiza¢do desses estudos sdo utilizados modelos animais, os quais
mimetizam uma doenga conhecida, devem apresentar sintomas semelhantes aos vistos no ser
humano e podem ser utilizados para verificagdo da eficacia de tratamentos (ESTES,;
MCALLISTER, 2016).

Os lipopolisacarideos (LPS), moléculas encontradas na membrana de bactérias gram-
negativas, e o virus mimético poly I:C, molécula sintética que possui estrutura similar a um
RNA de fita dupla, sdo capazes de desencadear uma potente resposta imunoldgica, sendo,
portanto, utilizados em experimentagdes para causar o estresse maternal (MARKHAM,;
KOENIG, 2011). Resultados mostraram elevadas taxas de citocinas inflamatorias, redugdo do
comportamento social e exploratério de ratos juvenis e adultos (OSKVIG et al., 2012), além

do aumento de comportamento do tipo depressivo e ansioso quando utilizado LPS



(ENAYATI et al., 2012). Déficits na interag@o social € na memoria de trabalho e atraso na
mielinizagdo do hipocampo foram observados em modelos animais de poly IL.C
(PATTERSON, 2009).

Outro modelo animal com o qual pesquisadores tém encontrado muitos resultados
utiliza o virus da influenza. Déficits na memoria foram observados em camundongos
infectados com influenza A em pesquisa realizada pela pesquisadora Linnéa Asp e
colaboradores (2009). Shi e colaboradores (2003) também encontraram altera¢des no
comportamento social e exploratorio de camundongos. Encéfalos de camundongos infectados
com influenza se mostraram alterados nas regides do hipocampo e cortex cerebral (FATEMI
et al, 1999). Estudo com macacos rhesus nascidos de maes infectadas com influenza revelou
reducdo na substancia cinzenta cortical e substancia branca do cértex parietal (SHORT et al,
2010).

O virus Myxovirus influenzae, conhecido como virus influenza ¢ formado por RNA e
se divide em trés subgrupos, A, B e C, sendo que apenas A e B tem relevancia para humanos.
O microrganismo apresenta alta variabilidade, principalmente o subtipo A, ou seja, novas
variantes para as quais a populag@o nao possui imunidade surgem frequentemente (FORLEO-
NETO et al, 2003). Segundo o informe epidemioldgico do Ministério da Saude, entre inicio
de janeiro e fim de outubro de 2016, 21,7% das amostras processadas apresentaram resultado
positivo para virus respiratorio, das quais 72,3% foram positivas para influenza, com destaque
para influenza A (HIN1).

Devido a pandemia de influenza em 2009, na qual a Organizagdo Mundial da Saude
decretou nivel de alerta maximo (GIRARD et al., 2010), e a continua circulagdo do virus no
mundo a vacinagdo tem se mostrado uma das medidas mais eficazes contra a doencga

(FORLEO-NETO et al, 2003). Desde 2004 a vacina contra influenza ¢ recomendada para
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mulheres gravidas, por representarem um grupo de risco, visto que hospitalizagdes
relacionadas a doenca sdo maiores em gestantes do que em mulheres ndo gravidas
(SCHANZER;, LANGLEY; TAM, 2007).

A vacina da influenza ¢ trivalente, ou seja, tem em sua composigdo trés cepas, duas do
subtipo A e uma do subtipo B. Ha também a vacina quadrivalente, que apresenta mais uma
cepa do subtipo B. A cada ano s@o formuladas novas vacinas para garantir a protecdo contra
as novas cepas que entram em circulagdo no mundo. Os virus sdo inativados e purificados
para comporem a vacina. (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION -
CDC, 2016). Ainda assim, ocorre uma resposta imunoldgica a vacina, com alteracdo dos
niveis de moléculas inflamatérias, como o aumento de proteinas C reativas, TNF-o, I1L-6 e
redugdio de IL-8 (CHRISTIAN et al., 2011, 2013).

Tendo em vista que alteragdes nos niveis de citocinas foram encontradas tanto no
individuo que foi submetido a infec¢do pré-natal quanto no que foi vacinado, surgem
hipéteses de que a vacinagdo também poderia estar relacionada ao risco de doengas
psiquiatricas. Existem estudos controversos e inconsistentes, alguns sugerem que o risco
existe, enquanto outros sugerem um efeito protetor da vacina (NUNES; MADHI, 2015). Xia e
colaboradores (2014) propdem que o estado imunolédgico materno alterado pela vacinagdo tem
um efeito neuroprotetor, contribuindo para neurogénese e para a melhoria de comportamentos
cognitivos em camundongos. Entretanto, Zerbo e colaboradores (2016) sugerem um aumento
no risco de doencas do espectro autista entre criangas cujas maes foram vacinadas contra
influenza.

Diante da falta e da incerteza das informagdes encontradas, a hipétese de que a
vacinagdo durante a gestagdo pode levar a prejuizos no desenvolvimento do sistema nervoso

ndo pode ser descartada, pelo contrario, mais pesquisas precisam ser realizadas no intuito de
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prevenir efeitos indesejados da vacinac¢do. Sendo assim, o presente trabalho tem como
objetivos investigar os efeitos do desafio imunogénico com a vacina influenza A (HIN1) no
comportamento relacionado a memoria e sociabilidade da prole adulta e avaliar se o periodo

em que a infec¢@o ocorre influencia nas alteragcdes observadas em idade adulta.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb C (Mus musculus), fornecidos pelo
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de
Uberlandia. Camundongos sdo frequentemente escolhidos como modelos experimentais por
apesentarem um periodo reprodutivo curto, uma prole numerosa, além de serem pequenos e
de facil manipulagdo (SANTOS, 2002). A utilizagdo dos animais foi aprovada pelo protocolo
experimental da Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais da Universidade Federal de
Uberlandia (CEUA/UFU) numero 164/13 (Anexo 1). Os animais foram mantidos em sala
com temperatura controlada (23° = 2°), com ciclo de luz 12h luz/ 12h escuro e com livre

acesso a agua e alimento.

2.2 Delineamento experimental

Machos e fémeas adultos capacitados para reprodugdo foram separados em caixas de
acrilico contendo duas fémeas para cada macho. As matrizes foram acompanhadas
diariamente para visualizagdo do tampdao ou plugue vaginal, estrutura formada por uma
mistura de secrecdes vaginais e s€émen, que marca o dia zero da gestagdo (EO). As fémeas
prenhas foram separadas em cinco grupos, as quais receberam tratamentos especificos.

As fémeas gestantes receberam inje¢des de vacina influenza A (HIN1) trivalente (15
mcg/cepa/0,5mL) na dose 1ul/g, ou salina na dose Sul/g, 6 (E6) ou 16 (E16) dias, a
depender do grupo, apos a visualizagdo do tampdo vaginal. O uso de dois periodos
gestacionais se deu devido a constatagdes de que o momento da infec¢do maternal pode

influenciar nos padroes de comportamento da prole adulta, podendo ocorrer diferentes tipos



13
de alteragdes neuropsiquiatricas em fungdo do periodo da infecgdo (MEYER et al., 2006).
Um grupo de matrizes ndo recebeu nenhum tratamento, isso foi feito para avaliar se o estresse
provocado pelo ato de injetar qualquer substdncia no animal poderia ser a causa dos
resultados encontrados.

A gestacdo teve um periodo entre 19 e 21 dias e os filhotes foram desmamados quando
completaram 21 dias de idade. Os filhotes do sexo feminino ndo foram utilizados devido a
presenca de flutuagdes hormonais relacionadas ao ciclo estral que poderiam levar a alteragdes
comportamentais e inconfiabilidade dos dados obtidos (MEZIANE, 2006). Os machos da
prole, quando atingiram sessenta dias de idade (P60), passaram por testes comportamentais.

Os grupos experimentais (cerca de dez filhotes machos por grupo, n=10) s@o descritos
abaixo:

Grupo 1: machos de matrizes que ndo receberam tratamento (naive).

Grupo 2: machos de matrizes que receberam injecdo de salina PBS, dose unica, em E6.
Grupo 3: machos de matrizes que receberam injecdo de salina PBS, dose tnica, em E16.
Grupo 4: machos de matrizes que receberam injecdo de vacina influenza A (HIN1), dose
unica, em E6.

Grupo 5: machos de matrizes que receberam injecdo de vacina influenza A (HIN1), dose

unica, em E16.

2.3 Testes comportamentais

Os filhotes machos adultos em P60 passaram por dois testes comportamentais:
interagdo social e reconhecimento de objeto. Os experimentos comportamentais foram
realizados no Laboratorio de Testes Comportamentais da ARFIS-UFU e filmados para

posterior analise. Os testes comportamentais sdo detalhados abaixo:
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2.3.1 Reconhecimento de Objeto (RO)

Quando o roedor é exposto a um objeto familiar e um objeto novo, o esperado € que
ele passe mais tempo em contato com o objeto novo, indicando a presenga de aprendizado e
memoria (ENNACEUR, 2010). Assim, o Reconhecimento de Objeto € um teste utilizado em
roedores para avaliar sua memoria e aprendizado, que se apresentam alterados em transtornos
neuropsiquiatricos.

Uma caixa de plastico com 37 cm de comprimento, 33 c¢m de largura e 16 cm de
altura, mostrada na Figura 1, foi utilizada. Uma linha foi tracada no meio do aparato, essa
marcagdo foi necessaria durante as analises dos testes gravados em video. Dois cilindros
brancos e um frasco de vidro de vacina foram combinados, dependendo da etapa do teste, e
dispostos em duas das extremidades da caixa. E importante a utilizacio de objetos que sejam

diferentes quanto a cor e formato, facilitando a distingdo dos mesmo pelo animal.

O J

Figura 1 - Esquema do aparato utilizado no teste de Reconhecimento de Objeto.

Fonte: A autora (2017).

O teste consiste de duas etapas, na primeira etapa o camundongo experimental ¢
colocado na caixa com dois objetos iguais (os cilindros) por 10 minutos. Na segunda fase,

uma hora apds a primeira, o animal € exposto a um objeto familiar, um daqueles utilizados na
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etapa anterior, € um objeto novo (o frasco de vacina), nesse momento o camundongo explora
0 aparato por 5 minutos. Apenas a segunda etapa ¢ gravada em video e analisada. E
importante salientar que ¢ necessdria uma ambientagdo 24 horas antes da realizagdo do
primeiro teste para que a inspe¢do do ambiente pelo animal ndo prejudique os resultados
obtidos.

Foram avaliados os seguintes parametros: porcentagem de tempo gasto em contato
com objeto familiar, porcentagem de tempo gasto em contato com o objeto novo, laténcia
(tempo decorrido para o primeiro contato com um dos objetos), numero de contatos com o
objeto familiar, nimero de contatos com o objeto novo, nimero de rearing (levantamento -
apoio do animal sobre as patas traseiras e deslocamento do corpo e das patas dianteiras para
cima) e numero de vezes que o animal atravessa a linha que divide o aparato. Foi considerado
interagdo o direcionamento da face do animal ao objeto até uma distancia aproximada de 2 cm
enquanto o observa, cheira ou toca.

Os animais experimentais foram manuseados por pelo menos um minuto nos trés dias
que antecederam os testes, a fim de minimizar o estresse que a manipulagio do
experimentador poderia causar. Além disso, os camundongos foram levados a sala de testes
com pelo menos 30 minutos de antecedéncia para se ambientarem. A cada animal
experimental o aparato foi limpo com alcool 20% para eliminagdo de odores, urina e fezes.
Todo o teste foi gravado em video para posterior analise, assim o experimentador ndo ficou na

sala durante o teste.

2.3.2  Interacgdo Social (1S)

Algumas doengas neuropsiquiatricas como esquizofrenia, autismo, desordem bipolar e

desordem obsessivo-compulsiva estdo relacionadas a disturbios no comportamento social
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(KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011). Os roedores sdo animais muito sociaveis e exibem
comportamentos que podem ser quantificados (WILSON; KOENIG, 2015), sendo o teste de
Interacdo Social utilizado como modelo experimental para avaliar algumas alteragdes
comportamentais em animais relacionadas a desordens psiquiatricas caracteristicas de
humanos.
Para realizacdo do teste foi utilizada uma caixa de vidro com 45 cm de largura, 45 cm
de comprimento e 36 cm de altura. O aparato ¢ dividido em trés compartimentos, A, B e C,
conforme mostra a Figura 2, sendo que existem comportas removiveis que possibilitam a livre
circulacdo do animal entre os trés compartimentos durante parte do experimento. Além do
animal que sera submetido ao teste, outros dois animais coespecificos, machos e com idade
proxima a P60, e um camundongo de brinquedo s@o necessarios. Ha um recipiente de plastico
com furos colocado em A e um em C, de modo a armazenar o objeto e os animais
coespecificos que serdo utilizados.

A B C

Figura 2 - Esquema do aparato utilizado no teste de Interacio Social
Fonte: A autora (2017).

O teste consiste de duas etapas, sendo que a primeira avalia a sociabilidade, tendéncia
do animal interagir mais com o animal coespecifico do que com o inanimado, e a segunda

etapa avalia a preferéncia por novidade social, tendéncia do animal interagir mais com o
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animal desconhecido do que com o animal familiar da etapa anterior. Na primeira etapa, um
animal coespecifico € colocado dentro do recipiente do compartimento A e o camundongo de
brinquedo € colocado no recipiente do compartimento C. Em um primeiro momento o animal
experimental € posicionado no compartimento B com as comportas fechadas e tem 5 minutos
para se ambientar. ApoOs esse periodo, as comportas sdo retiradas e o camundongo teste tem
10 minutos para explorar o aparato. Na segunda etapa, o animal de brinquedo ¢ retirado do
recipiente do compartimento C e o outro animal coespecifico ¢ colocado em seu lugar. Os
momentos de ambientagdo, com as comportas fechadas por 5 minutos, e exploragdo, com as
comportas abertas por 10 minutos, sdo repetidos.

Durante a analise dos videos, foram avaliados os seguintes parametros para cada etapa
do teste: tempo gasto em cada compartimento, numero de entradas em cada compartimento,
numero de entradas entre compartimentos, porcentagem de tempo gasto interagindo com o
animal do compartimento A, porcentagem tempo gasto interagindo com o animal de
brinquedo ou com o animal do compartimento C, quantidade de swiffing (cheirar ativamente o
ambiente), quantidade de nose-fo-nose (contato nariz com nariz), quantidade de nose-fo-
anogenital sniffing (cheirar a genitalia e anus).

Os animais experimentais foram manuseados por pelo menos um minuto nos trés dias
que antecederam os testes, a fim de minimizar o estresse que a manipulagio do
experimentador poderia causar. Além disso, os camundongos foram levados a sala de testes
com pelo menos 30 minutos de antecedéncia para se ambientarem. A cada animal
experimental o aparato foi limpo com alcool 20% para eliminagdo de odores, urina e fezes.
Todo o teste foi gravado em video para posterior andlise, assim o experimentador ndo fica na

sala durante o teste.
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2.4 Eutanasia e remoc¢ao dos encéfalos

Uma semana apos finalizacdo de cada teste comportamental os animais foram
sacrificados, de acordo com o codigo de ética animal, utilizando anestesia com quetamina
80mg/Kg e xilazina 10mg/Kg e deslocamento cervical para retirada das 4reas cerebrais
possivelmente relacionadas com as altera¢cdes comportamentais, como o cortex pré-frontal e o
hipocampo. O material retirado foi armazenado a -70°C e enviado para FIOCRUZ/RJ, onde
serdo realizadas analises bioquimicas e imuno-histoldgicas para detec¢do de citocinas pro-
inflamatorias. Os machos utilizados para acasalamento e as fémeas, também foram

sacrificados, evitando o prolongamento desnecessario de suas vidas.

2.5 Analise estatistica

Os comportamentos foram analisados e os dados obtidos submetidos a anélise
estatistica por Two-Way ANOVA, com valores de p < 0,05 considerados significativos. No
teste de Interagdo Social foram considerados como fator novidade o animal coespecifico
(animal coespecifico x animal inanimado), para primeira etapa do teste, ¢ o camundongo nio
familiar (camundongo ndo familiar x camundongo familiar), para segunda etapa do teste. Para
o teste de Reconhecimento de Objeto o objeto novo (objeto novo x objeto antigo) foi o fator
novidade. Além disso, também foi considerado o fator tratamento que varia segundo o grupo.
Quando significativo a analise foi seguida pelo teste post hoc Bonferroni, para identificar em
quais grupos a diferenca foi encontrada. Os resultados foram expressos como média + erro

padrdo da média (EPM).
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3 RESULTADOS

3.1 Teste de Reconhecimento de Objeto

A figura 3 ilustra os tempos de interagdo de camundongos com objeto familiar e com o
objeto novo. Os animais dos grupos controle naive, salina E6 e salina E16 interagiram
significativamente mais com o objeto novo (63,07 = 12,05; 52,78 + 8,87; 36,29 + 6,94;
respectivamente) quando comparado com o objeto familiar (30,57 + 3,15; 19 + 2,06; 19,53 +
3,69; respectivamente). O mesmo aconteceu para o grupo HIN1 E6 (objeto novo: 40 + 8,83;
objeto familiar: 19,31 + 3,14).

Em relagdo ao grupo HINI E16 a diferenga nd3o foi significativa, ou seja, os
camundongos passaram tempos similares em contato com o objeto novo (37,9 £ 6,23) e com o

objeto familiar (26,8 + 6,99).

Teste de Reconhecimento de Objeto
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Figura 3 - Tempo de interagdo em segundos dos animais dos cinco grupos experimentais no Teste de Reconhecimento de
Objeto. * diferenga significativa menor ou igual a 0,05 entre tempo de interagdo com objeto familiar ¢ com objeto novo nos
grupos naive, salina E6, salina E16 ¢ HIN1 E6. Os resultados foram expressos na forma de média = EPM.



20

3.2 Teste de Interacéio Social

3.2.1 Parte I: Sociabilidade

Os resultados, representados na figura 4, indicam que os animais do grupo naive
apresentaram diferenca significativa quando comparado o tempo de intera¢dio com o
camundongo de brinquedo (107 + 11,86) e com o camundongo ndo familiar (97,54 + 18,24),
passando mais tempo com o brinquedo.

Os grupos salina E6, salina E16 e HINI E6 nfo tiveram resultados significativos
tendo permanecido o mesmo tempo interagindo com o animal de brinquedo (76,28 + 9,48; 90
+ 11,57; 126,67 £+ 20,82, respectivamente) e com o animal n3o familiar (126,28 + 17,08;
106,35 + 13,13; 106,33 + 20,76, respectivamente).

Em relagdo ao grupo HINI E16, os animais passaram um tempo maior interagindo
com o camundongo ndo familiar (216,5 + 54,42) quando comparado a sua interagdo com o

animal de brinquedo (82,3 £ 16,16).

Teste de Interacdo Social — Sociabilidade
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Figura 4 - Tempo de interagdo em segundos dos animais dos cinco grupos experimentais na primeira parte do Teste de
Interagdo Social. * diferenga significativa menor ou igual a 0,05 entre tempo de interagdo com camundongo de brinquedo ¢
com camundongo nio familiar nos grupos naive ¢ HIN1 E16. Os resultados foram expressos na forma de média + EPM.
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3.2.2 Parte II: Preferéncia por novidade social

Na preferéncia por novidade social (Figura 5), os animais dos grupos naive e salina E6
apresentaram um tempo de exploragdo similar com o camundongo familiar e com o néo
familiar (familiar: 116,67 + 22,59; 66,46 + 20,21; ndo familiar: 123,5 + 24,88; 103,15 +
17,55; nessa ordem).

Os animais dos grupos salina E16 e HINI1 E6 interagiram significativamente mais
com o camundongo ndo familiar (105,12 + 24,55; 142,27 + 30,10, respectivamente) do que
com o familiar (55,41 + 14,41; 82,09 + 12,81, respectivamente). Da mesma forma, os animais
do grupo HIN1 E16, apesar de resultados ndo significativos, apresentaram uma tendéncia a

interagirem mais com o animal ndo familiar (135,8 + 22,56) do que com o familiar (73,5 +

16,17).
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Figura 5 - Tempo de interagdo em segundos dos animais dos cinco grupos experimentais na segunda parte do Teste de
Interagdo Social. * diferenga significativa menor ou igual a 0,05 entre tempo de interagdo com camundongo familiar ¢ com
camundongo ndo familiar no grupo salina E16. ** diferenca significativa menor ou igual a 0,01 entre tempo de interacdo com
camundongo familiar ¢ ndo familiar no grupo HIN1 E6. Os resultados foram expressos na forma de média + EPM.
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4 DISCUSSAO

Com relagdo ao teste de Reconhecimento de Objeto, os animais dos grupos naive,
salina E6 e salina E16 passaram maior periodo de tempo em interagdo com o objeto novo
quando comparado com o objeto familiar. Essa tendéncia de passar mais tempo explorando
um objeto novo ¢ algo natural nos roedores, sendo, portanto, observada em animais normais.
A preferéncia por novidade indica que o roedor tem a memoria do objeto familiar e com isso
consegue distingui-lo do objeto novo (ENNACEUR; DELACOUR, 1988; ENNACEUR,
2010). Assim, os grupos controle apresentaram comportamento esperado, o que valida o teste
utilizado.

Os resultados para o grupo HINT E6 mostraram que o aprendizado e a memoria dos
camundongos ndo foram alterados, pois o tempo de contato com o objeto novo foi maior do
que com o objeto familiar, o que ¢ esperado para roedores. Com isso, tem-se que o tratamento
com a vacina no sexto dia de gestacdo ndo alterou a memoria dos animais. Estudos que
também fizeram a ativacdo imune maternal em periodos iniciais da gestacdo obtiveram
resultados similares. Fatemi et al. (2012) realizaram estresse maternal com o virus influenza
em E7 e concluiram que a administracdo do patogeno nesse periodo gestacional causa um
menor impacto na morfologia cerebral quando comparado com inje¢des em E16 e E18. Ja Xia
et al. (2014) ndo encontraram nenhum prejuizo na memoria quando utilizado E2,5 como dia
de infeccéo.

Em relagdo ao grupo HIN1 E16, os animais interagiram tempos similares tanto com o
objeto familiar quanto com o objeto novo, ou seja, o roedor ndo recordou seu contato anterior
com o objeto familiar, possivelmente devido ao prejuizo de sua memoria, e assim interagiu
com os dois objetos igualmente. Outros trabalhos também demostraram uma associagdo entre

a infec¢do imune maternal por diferentes patogenos, como o poly I:C e a bactéria Escherichia
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coli, e déficits no aprendizado e memoria de animais cujas maes foram expostas em periodos
semelhantes ao utilizado no presente estudo, variando do décimo quinto ao décimo sétimo dia
de gestacdo. Essas pesquisas utilizaram diversos testes comportamentais, como labirinto em
Y, labirinto aquatico de Morris e reconhecimento de objeto, corroborando os resultados do
presente trabalho (GIOVANOLI et al., 2015; JIANG et al., 2013; MEYER et al., 2009,
OZAWA et al., 2006).

Com os resultados obtidos foi possivel evidenciar que a prole dos animais tratados
com vacina influenza A (HIN1) teve altera¢do no aprendizado e memoria apenas quando o
desafio imunologico ocorreu em E16, indicando que o periodo da exposi¢do ao agente
infeccioso influencia nas modifica¢cdes encontradas. Meyer et al. (2006) tratou camundongos
com poly ILIC no nono e décimo sétimo dia de gestacdo e observou diferencas
comportamentais e patologicas, com expressdes génicas e niveis de citocinas distintos,
quando comparado os dois tratamentos. De fato, o tempo de gestacdo parece estar relacionado
com o tipo e a gravidade das patologias que surgem em idade adulta. Além disso, o desafio
imunolégico nas fases finais da gestagdo parece estar relacionado com o maior nimero de
alteragOes cerebrais na prole, sendo essas também mais severas do que as associadas as fases
iniciais da gestacdo (FATEMI et al., 2012; GIOVANOLI et al, 2015).

Ao compreender o desenvolvimento embrionario do camundongo € possivel sugerir
hipoteses que expliquem porque os individuos cujas matrizes foram infectadas no inicio da
gestacdo mostram nenhuma ou poucas alteragdes comportamentais enquanto aqueles que
tiveram seu neurodesenvolvimento afetado no final da gestagdo apresentam mais
modificagdes. Nos camundongos, o desenvolvimento da placa neural ocorre por volta do
sétimo dia de gestacdo e os primeiros neurdnios surgem um pouco antes do fechamento do

tubo neural, que se da entre E9 e E10. O desenvolvimento do cortex cerebral se da entre E12 ¢
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E18. No hipocampo, a neurogénese se inicia em E11, mas o pico da produgido de células
ocorre em E16 (RODIER, 1980; HILL, 2017). Desse modo, a infecgdo em E6 € anterior aos
periodos mais criticos do neurodesenvolvimento, enquanto que em E16 o sistema neural do
animal estd em pleno desenvolvimento, podendo a ativagdo imune maternal afeta-lo.

De fato, pesquisas com modelos de ativagdo imune maternal encontraram altera¢des
em varias regides cerebrais, entre essas o cerebelo, com migragdo anormal de células durante
o neurodesenvolvimento e redu¢do no numero de neurdnios no cerebelo do camundongo
adulto (SHI et al., 2009); no cortex pré-frontal, com maior ativagido da microglia (JUCKEL et

al., 2011); e no hipocampo, com redugdo do didmetro dos axoOnios, menor taxa de

mielinizagdo dos neurénios (MAKINODAN et al., 2008), reducdo da expressdo de proteinas
pré-sinapticas, disfungdes na transmissio e plasticidade sinaptica (OH-NISHI et al., 2010). E
importante destacar as modifica¢des encontradas do hipocampo e cortex pré-frontal, regides
que participam da formagdo, consolidagdo e evocacdo da memoria (PRESTON,;
EICHENBAUM, 2013).

Com relagdo ao teste de Interagcdo Social, na primeira etapa, que avalia a sociabilidade,
um animal normal tem preferéncia pelo compartimento que contém um animal coespecifico
em relagdo ao compartimento que possui o animal de brinquedo, logo o tempo gasto
interagindo com o animal coespecifico € maior, indicando que o camundongo testado tem
sociabilidade e motivac¢do social normais. Ja na segunda etapa, que avalia a preferéncia por
novidade social, o animal normalmente recorda o contato prévio com o camundongo da
primeira etapa, e assim tende a passar mais tempo interagindo com o camundongo nao-

familiar, indicando memoria social inalterada e predilecdo pela novidade, caracteristicas

naturais de um roedor (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011).
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Entretanto, os resultados obtidos em nossos experimentos mostraram que na sessio
sociabilidade os animais do grupo naive interagiram mais com o brinquedo e os animais dos
grupos salina E6 e salina E16 passaram tempos similares em contato com o brinquedo e com
o animal coespecifico, quando era esperado que os grupos controle tivessem maior contato
com o camundongo coespecifico. Na sessdo preferéncia por novidade social, naive e salina E6
interagiram igualmente com o animal familiar e com o nfo familiar, quando era esperado que
esses grupos passassem maior tempo interagindo com o animal ndo familiar. Apesar do grupo
salina E16 ter tido maior contato com o camundongo ndo familiar, conforme previsto para o
controle, como todos 0s outros animais controles ndo apresentaram o comportamento predito,
os resultados do teste ndo possuem legitimidade.

Diante disso, possivelmente houve uma falha no método utilizado para execugdo do
teste de Interacdo Social. Para tentar explicar as possiveis causas desse erro foi levantada a
hipotese de que o aparato experimental utilizado ndo estava adequado. O aparato empregado
para realizagdo do experimento deve ser grande o suficiente para permitir com que o animal
consiga se mover com facilidade ao redor dos recipientes que armazenam o camundongo de
brinquedo e o coespecifico, possibilitando as interagdes e reduzindo o estresse do animal
experimental. Os recipientes que armazenam os camundongos e o brinquedo devem permitir a
troca de ar entre o interior e 0 exterior € 0 contato entre os animais, apenas o suficiente de
modo a evitar luta e comportamentos agressivos (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011).

Ao analisar o teste comportamental foi percebido que o animal experimental teve
dificuldades para se locomover ao redor dos recipientes, o que poderia té-lo deixado
estressado, levando a alteragdo de seu comportamento habitual. Além disso, o animal familiar
e o ndo familiar estavam em recipientes pequenos, com limitagdo de movimentos, fazendo-os

roer parte do recipiente, comportamento que pode significar sinal de estresse e/ou medo.



26

O animal armazenado no recipiente, ao se sentir aprisionado, possivelmente emite
vocalizagOes nas faixas ultrassonicas, frequéncias inaudiveis aos seres humanos, que podem
ter afetado o comportamento do camundongo experimental. As vocalizagdes ultrassonicas sao
um importante mecanismo de comunicacdo para os roedores por permitirem a transmissdo de
informagdes relevantes, como alertas e chamados. Faixas especificas sdo emitidas em
situacdes aversivas e sdo comumente relacionadas a comportamentos ansiosos e defensivos
(SEFFER; SCHWARTING; WOHR, 2014). Com isso, possivelmente o camundongo
aprisionado emitiu sons de alerta para que o camundongo experimental ficasse longe do
perigo ou fosse ao seu encontro para ajudar.

Tendo em vista os problemas acima descritos, o método utilizado para os estudos de
interagdo social no presente trabalho estd sendo revisto para as futuras pesquisas do grupo.
Ap6s a elaboragdo de novo equipamento e procedimento experimental, o teste de Interagdo
Social possivelmente serd refeito para os camundongos tratados com vacina influenza A em
E6 e E16. E assim a hipotese levantada nesse estudo, de que a vacina influencia no
comportamento social de camundongos, podera ser respondida.

As regides cerebrais coletadas dos animais experimentais apos a realiza¢do dos testes
comportamentais foram enviadas para a FIOCRUZ/RJ para realizagdo dos estudos
histologicos. Entretanto, as analises ndo foram finalizadas antes do término do presente
trabalho. Nosso grupo de pesquisa aguarda os resultados e pretende soma-los as conclusdes
obtidas nesse estudo, de modo a complementar e possivelmente corroborar a hipotese

levantada.
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5 CONCLUSOES
E possivel concluir com os resultados desse estudo que o tratamento de matrizes com a
vacina influenza A (HIN1) no décimo sexto dia de gestago afeta o aprendizado e a memoria
da prole adulta. Além disso, indo de acordo com outros trabalhos, o momento da infecgdo
maternal ¢ um fator relevante para determinar a intensidade das alteragdes observadas, sendo
que os periodos mais tardios da gestagdo sdo os mais susceptiveis. Nao foi possivel
determinar se o tratamento também interfere na sociabilidade e preferéncia por novidade
social dos camundongos devido possivelmente a falhas no método utilizado. Sdo necessarios

ajustes no aparato experimental, os quais estdo sendo avaliados por nosso grupo de pesquisa.
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