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Resumo

A deficiéncia materna de acido fdlico (AF) pode comprometer a funcéo
e 0 desenvolvimento do cérebro e contribuir para a susceptibilidade a
doencas, como a esquizofrenia, na vida tardia da prole. Diante disso, 0
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de ambas as dietas
deficiente e suplementadas com AF em diferentes doses durante a fase
gestacional, nos parametros comportamentais, marcadores de estresse
oxidativo e epigenético na prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia. Ratas Wistar foram separadas em grupos maternos para
receber dois tipos de racdo (dieta) — dieta AIN 93, denominada dieta
controle, e dieta deficiente em AF. As ratas expostas a dieta controle
foram subdivididas em trés grupos para receberem além da racdo, a
suplementacdo oral com AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestacdo e
lactacdo. Na idade adulta (60 dias), a prole de machos foi agrupada
conforme a dieta materna para a inducdo do modelo de esquizofrenia
através da administracdo de cetamina (25 mg/kg) durante sete dias.
Apos a Gltima administracdo, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais: atividade locomotora (monitor de atividade),
interacdo social (campo aberto), inibicdo por pré-pulso do reflexo de
sobressalto (IPP) e esquiva inibitoria e, posteriormente, decapitados. As
estruturas cerebrais, cortex frontal, hipocampo e estriado, foram
dissecadas para analises bioquimicas — marcadores de estresse oxidativo
(hidroperéxido de lipideos: LPO; 4-hidroxinonenal: 4-HNE; 8-
isoprostano: 8-1SO; contetido de grupos carbonila; 3-nitrotirosina: 3-NT;
superdxido dismutase: SOD e catalase: CAT) e marcador epigenético
(atividade da enzima metiltransferase). Os achados indicam que a
cetamina reproduziu o modelo de esquizofrenia, ao induzir
hiperlocomocdo, comprometimento social, prejuizo no perfil sensério-
motor e danos na memdria aversiva dos animais adultos, além de
aumentar a peroxidacdo lipidica e a carbonilacdo de proteinas, bem
como a atividade da SOD e CAT, em especial no cortex frontal,
diminuindo ainda a atividade da metiltransferase no estriado da prole
adulta. A deficiéncia materna de AF, associada a salina ou cetamina na
prole, foi capaz de causar hiperatividade locomotora, déficits na
interacdo social entre os animais e aumentar os niveis de LPO, 4-HNE,
8-1SO e o contetido de grupos carbonila no cértex frontal, bem como a
atividade das enzimas antioxidantes, em ambas as estruturas cerebrais.
Em adicdo, a dieta deficiente em AF associada a cetamina na prole
adulta, foi capaz de reduzir a atividade da metiltransferase no estriado
dos animais. O AF suplementado nas mées durante a fase gestacional,






particularmente nas doses mais elevadas (10 e 50 mg/kg), causou um
efeito protetor persistente na prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia, ao preservar a funcéo cognitiva e prevenir o dano lipidico
e proteico no cértex frontal, contribuindo também para o aumento da
atividade da metiltransferase, uma enzima implicada nas reacdes de
metilacio do DNA. Estes resultados confirmam a importancia da
nutricdo materna adequada em AF para o bom desenvolvimento do
cérebro na vida tardia da prole. Em conjunto, os achados suportam que a
deficiéncia pré-natal de AF pode estar envolvida na fisiopatologia da
esquizofrenia, uma vez que a dieta materna deficiente em AF
demonstrou um efeito duradouro nos animais adultos, alterando
parametros biogquimicos cerebrais, 0 que possivelmente foi capaz de
influenciar a satide mental na prole via alteracdo comportamental.

Palavras-chave: Acido fdlico; fase gestacional; prole adulta; modelo
animal de esquizofrenia; cetamina; pardmetros comportamentais e
bioquimicos






Abstract

A deficiency of maternal folic acid (FA) can compromise the function
and development of the brain, and may produce a susceptibility to
diseases such as schizophrenia (SZ) in the later life of offspring. Based
on this, the aim of this study was to evaluate the effects of both FA
deficient and FA supplemented diets at different doses (5, 10 and 50
mg/kg) during the gestational phase on behavioural parameters, the
markers of oxidative stress and epigenetic in adult offspring which had
been subjected to an animal model of SZ. Wistar rats were separated
into five maternal groups, which began receiving a special diet (food)
consisting of the AIN-93 diet, also called control diet, or an FA deficient
diet. Female rats in the control diet group were further subdivided into
three groups to receive supplementation with FA (5, 10 and 50 mg/kg)
during the periods of pregnancy and lactation. In adulthood (60 days),
male offspring were grouped according to maternal diet for induction of
the animal model of SZ throught the administration of ketamine (25
mg/kg) during seven days. After the last administration of the drug, the
animals were subjected to the behavioral tests: locomotor activity
(activity monitor); social interaction (open field); pre-pulse inhibition of
the startle reflex (PPI); inhibitory avoidance and were then euthanized.
The brain structures, frontal cortex, hippocampus and striatum were
dissected for biochemical analysis: parameters of oxidative stress (lipid
hydroperoxide: LPO; 4-hydroxynonenal: 4-HNE; 8-isoprostane: 8-1SO;
groups carbonyl content; 3-nitrotirosine: 3-NT; superoxide dismutase:
SOD and catalase: CAT) and epigenetic marker (activity of
methyltransferase enzyme). The findings indicate that ketamine
reproduced the model of SZ, by inducing hyperlocomotion, social
impairment, deficit in the sensory-motor profile and memory damage in
the adult animals, as well as increased lipid peroxidation, carbonylation
of proteins, the activity of SOD and CAT, especially in the frontal
cortex, and also decreasing activity of methyltransferase within the
striatum of adult offspring. The deficiency of maternal FA associated
with saline or ketamine in the offspring, was able to induce locomotor
hyperactivity, deficits in the social behavior of the animals and
increased the levels of LPO, 4-HNE, 8-1SO, groups carbonyl within the
frontal cortex and also increased activity of antioxidant enzymes in both
of the brain structures. In addition, the FA deficient diet associated with
ketamine in adult offspring was able to reduce the activity of
methyltransferase  within  the striatum of animals. Maternal
supplementation with FA during the gestational phase, particularly at






higher doses (10 and 50 mg/kg), indicated a persistent protective effect
in adult offspring subjected to the model of SZ, by preserving cognitive
function and preventing lipid and protein damage within the frontal
cortex and also contributing to the increase of methyltransferase, an
enzyme directly implicated in DNA methylation reactions. These results
confirm the importance of adequate maternal nutrition in FA for the
good development of the brain in the adulthood of offspring. Taken
together, the data supports that prenatal deficiency of FA may be
involved in the pathophysiology of SZ, since this deficiency has
demonstrated a lasting effect on adult animals by altering biochemical
parameters in the brain, possibly influencing the offspring's mental
health through behavioral change.

Keywords: Folic acid; gestational phase; adult offspring; animal model
of schizophrenia; ketamine; behavioural and biochemical parameters.
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1. INTRODUCAO

1.1 ACIDO FOLICO, HOMOCISTEINA E METABOLISMO DE UM
CARBONO

O nome folato surgiu do Latim folium que significa folha, pois foi
isolado pela primeira vez a partir de folhas verdes, como o espinafre
(Melo, 2004). O é&cido folico (AF) ou folato é uma vitamina
hidrossoluvel do complexo B (vitamina B9) obtida a partir da dieta ou
suplementacéo. Geralmente os termos "AF" e "Folato” sdo usados como
sinbnimos, entretanto, folato é a forma obtida a partir dos alimentos
(forma desprotonada do AF, poliglutamato), enquanto o AF é a forma
sintética do folato (forma totalmente oxidada do AF, &cido
pteroilmonoglutamico) utilizada para fortificar alimentos e suplementos
nutricionais (Djukic, 2007; Miller, 2008). Esta vitamina ndo pode ser
sintetizada por mamiferos sendo, portanto, considerada um nutriente
essencial que deve ser ingerido através dos alimentos ou suplementos.

As principais fontes alimentares sdo: vegetais folhosos verde escuros
(espinafre, couve, brdcolis); visceras (figado e rim); leguminosas
(feijoes, lentilha, grdo de bico), cereais integrais, frutas citricas e frutas
secas (Mattson e Shea, 2003; Miller, 2008). Além destas, diversos
produtos comerciais sdo enriquecidos com AF, especialmente as
farinhas de trigo e milho (Finglas et al., 2003). E sabido que a
guantidade de AF absorvida varia conforme o individuo, dependendo da
biodisponibilidade da vitamina ingerida, da taxa de perda pela urina,
fezes e catabolismo, podendo ainda ser influenciada por condicGes
patoldgicas como a ma absorc¢do e presenca de doencas; ou fisioldgicas,
como gravidez, lactacdo e crescimento (Wagner, 1995). Além disso, no
organismo o AF é altamente absorvido (85-95%), enquanto a absorcéo
do folato ocorre em menor grau (50%), particularmente devido a
influéncia de diversos compostos (cafeina, antiacidos, laxantes,
antibidticos, anticoncepcionais, nicotina, alcool) que interferem na
absorcdo desta vitamina (Miller et al., 2009).

Muitas reagdes bioquimicas sdo necessarias para converter o folato da
dieta ou 0 AF sintético na sua forma biologicamente ativa (Figura 1 —
Fig. 1). Assim, o folato refere-se a varios compostos relacionados ao
AF, incluindo o tetrahidrofolato (THF), forma ativa co-enzimaticamente
e que desempenha um importante papel na transferéncia de carbonos no
organismo, recebendo os radicais ou grupos metil ou metila (CH3) e
doando-os durante varias reacdes, denominadas metabolismo ou ciclo de
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um carbono (1C), inclusive para a sintese do &cido desoxirribonucleico
(DNA) (Miller, 2008; Lamers, 2011; Mann e Truswell, 2012). Apoés
entrar na célula, o AF é convertido em dihidrofolato (DHF) e
posteriormente a THF pela enzima dihidrofolato redutase (DHFR)
(Melo, 2004). Em seguida, o THF pode ser convertido a 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF), o qual é importante para sintese
de nucleotideos (Ho et al., 2013). A enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR) catalisa a conversao de 5,10-MTHF em 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), forma predominante na circulacdo e
nos tecidos e que atravessa a barreira hemato-encefalica (BHE),
chegando ao cérebro (Mattson e Shea, 2003; Ramaekers e Blau, 2004;
Miller, 2008) (Fig. 1). O composto 5-MTHF pode também ser obtido
pela conversdo do &cido folinico (5-formiltetrahidrofolato — 5-formil-
THF), um metabolito ativo do AF. Todavia, em funcdo de ndo ocorrer
sintese de novo do AF no sistema nervoso central (SNC), a manutencdo
dos niveis adequados desta vitamina no cérebro depende do transporte
adequado de AF através da BHE (Ramaekers e Blau, 2004).
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Figura 1: Formagdo do composto 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) a partir do
acido folico (AF) (forma sintética) ou folato (dihidrofolato - DHF, obtido da
dieta). Ambos sofrem acdo da dihidrofolato redutase (DHFR) para ser
convertido & forma ativa do AF, tetrahidrofolato (THF). O THF pela acédo da
serina hidroximetiltrasferase forma o 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-
MTHF), e através da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR),
origina o 5-MTHF, forma predominantemente encontrada na circulagdo e que
pode atravessar a barreira hemato-encefélica (BHE) e agir o cérebro. 5-MTHF
pode também ser re-convertido a THF por acdo da enzima metionina sintase
(MS). Fonte: Miller, 2008; Budni, 2012.

O 5-MTHF, em conjunto com a vitamina B12 (cobalamina), atua
como doador de grupos CH3 na conversdo da homocisteina (Hcy) em
metionina, em reacdo catalisada pela metionina sintase (MS). A
metionina é metabolizada a S-adenosil metionina (SAM), principal
composto das reacGes de transmetilacdo (sintese de DNA, fosfolipidios
e neurotransmissores) e age como doador universal de grupos CH3 em
todas as células (Bottiglieri, 2005; Larsson et al., 2006; Lamers, 2011).
A Hcy é um aminoacido sulfurado produzido exclusivamente no ciclo
de metilacdo e em concentracGes elevadas torna-se citotoxico. A doacéo
de grupo CH3 pela SAM gera a S-adenosil-homocisteina (SAH). Em
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condicdes fisioldgicas normais, este ciclo permite a rapida remocao de
Hcy e os seus niveis permanecem relativamente baixos na célula, uma
vez que a SAH é convertida a Hcy pela SAH-hidrolase. No entanto,
guando os niveis intracelulares deste aminoacido aumentam, a SAH-
hidrolase produz SAH em excesso, aumentando seus niveis celulares.
Desse modo, a SAH destaca-se como um potente inibidor das reagdes de
metilacdo dependentes de SAM, uma vez que alteragfes na taxa de
SAM e SAH podem resultar na diminuicdo da atividade de
metiltransferases, com implicacBes nestas reacdes, envolvendo DNA,
proteinas, fosfolipidios e neurotransmissores (Bottiglieri, 2005).

Outra via metabolica da Hcy é a de transulfuracdo. A Hcy pode ser
convertida em cistationina pela enzima cistationina-p-sintase (CBS) e
em cisteina via enzima cistationina y liase (CGL), ambas na presenca da
vitamina B6 (piridoxina). Esta via resulta no aumento dos niveis de
glutationa, principal antioxidante intracelular, possivelmente devido a
um mecanismo compensatério que neutraliza os potenciais efeitos
oxidativos da Hcy em condi¢Bes normais (Mattson e Shea, 2003).
Niveis elevados de Hcy e diminuicdo da glutationa tém sido implicados
na Doenca de Alzheimer e Parkinson, podendo apontar para uma
interrupcado da via de transulfuracdo como um possivel fator subjacente
em doengas neuropsiquiatricas (Bharath et al., 2002; Isobe et al., 2005).
Este efeito poder ser reforcado pela elevagdo da Hcy em virtude da
deficiéncia de vitaminas do complexo B (B6, B9 e B12) (Fig. 2)
(Mattson e Shea, 2003).

Em geral, o AF age como um cofator de enzimas que participam da
transferéncia de grupos CH3 (Mattson e Shea, 2003; Ho et al., 2013;
Parletta et al., 2013), desempenhando inimeras func¢des: 1) remetila a
Hcy em metionina, a qual pode ser convertida em SAM, composto
responsavel pela transferéncia de grupos CH3 as reacdes bioquimicas
(Coppen e Bolander-Gouaille, 2005; Kronenberg et al., 2009); 2) atua na
biossintese de nucleotideos como DNA, &cido ribonucleico (RNA) e
aminoacidos; 3) regula a expressdo génica (Miller, 2008); 4) previne
defeitos no tubo neural (DTNs) durante o desenvolvimento do SNC
(Mattson e Shea, 2003; Coppen e Boulander-Gouaille, 2005); 5)
aumenta a biossintese de tetrahidrobiopterina (BH4), a qual é coenzima
das hidroxilases, enzimas fundamentais para a sintese de monoaminas e
serotonina  (Stahl, 2007); 6) possivelmente apresenta efeito
neuroprotetor em danos ao SNC por promover reparo e crescimento
neuronal (Iskandar et al., 2004; Budni et al., 2011); 7) exerce
propriedades antioxidantes, visto que esta vitamina pode atuar sobre 0s
mecanismos oxidativos envolvidos no SNC, inclusive, na manutengéo



41

dos niveis normais de Hcy (Sarna et al., 2012; Zhao et al., 2014) (Fig.
2). Em sintese, o metabolismo de 1C é dependente do equilibrio
nutricional (vitaminas do complexo B), influenciando a atividade
sinaptica, além de impactar na regulacdo da expressao génica (Mattson e
Shea, 2003), caracteristicas que conferem a este ciclo, uma importante
posicdo ao integrar mudancgas ambientais, desenvolvimento do individuo
e plasticidade neuronal (Bottiglieri et al., 2005; Ramaekers et al., 2016).



42

L

Espaco vascular 5-MTHF & transportada por receptor
folato e atravezza plexo cordide
— Y‘ Y -Y» Plexo cordide Y,f —
—— — 2 ohn-ﬁm HOMEOSTASE
e%® PROLIFERACAO REDOX

Smnu DNA
5- MTHF ’ Clnmm Via de trans-
Smnu purinas e sulfuragdo
GTP timidina

GTPCl /I T
i wfw - [ 10-formil-THF . S-MTHF

i e | _ [H—l
BHJ MTER | = \All
” w2 |vosi 5,10- MTHF rus t Reagdes
1']

- / de
N SAM ¥ "
°w 5- on -trip i+ —mr <\ ‘_‘7 metilagdo
Neurotransmiszores @ [ serina | » Metionina 7
éxide nitrico (ON) (' Dopcmnn Scrvvmm > R—

iclo de iclo de
! + Ciclo d Ciclo d

Estimulo a receptorez  ( peceptor Receptor 5-HT2 ) ilag ilagd

b2

Figura 2: Vias metabolicas do &cido félico (AF) no cérebro — O composto 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) através de receptores do AF (FR-a) atravessa o
plexo coroide atingindo o fluido cérebro-espinhal (CSF) e é distribuido no
cérebro. Dentro dos neurdnios, uma pequena proporcdo de 5-MTHF participa
do metabolismo ativo. O 5-MTHF transfere grupos metil (CH3) & homocisteina
(Hcy) convertendo-a em metionina pela acdo da enzima metionina sintase (MS),
a qual é dependente de vitamina B12. No ciclo de transmetilacdo, a Hcy é
metilada a metionina para a posterior sintese de S-adenosil-metionina (SAM),
composto responsavel pela transferéncia de grupos CH3 nas reagdes de
metilacdo. AlteracBes na taxa de SAM e S-adenosil homocisteina (SAH) podem
resultar na diminuicdo da atividade de metiltransferases, por exemplo, das DNA
metiltransferases (DNMTSs), uma vez que a SAH atua como um inibidor das
reac0es de metilacdo dependentes de SAM. No ciclo de remetilagdo, o
tetrahidrofolato (THF) recebe um grupo mono-carbono a partir de serina e €
convertido em 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF). Parte do 5,10-
MTHF é reduzido a 5-MTHF via enzima metileno tetrahidrofolato redutase
(MTHFR), enquanto outra por¢do é convertida em 10-formil-THF, necessario
para a sintese de purina e timidina. O metabolito da purina, guanosina trifosfato
(GTP), serve como substrato para a GTP-hidrolase (GTPCH), a fim de produzir
a tetrahidrobiopterina (BH4), a qual é coenzima da tirosina hidroxilase, enzima
necessaria para a hidroxilagdo da tirosina e formacdo da dopamina e
noradrenalina, bem como da triptofano hidroxilase importante para a sintese de
serotonina, além da arginina, que € convertida em 6xido nitrico (ON). A via de
transulfuragdo é um mecanismo compensatorio que neutraliza os potenciais
efeitos oxidativos da Hcy em condi¢Ges normais ou de estresse oxidativo. A
Hcy é convertida em cisteina pela enzima cistationina-p-sintetase (CBS). A
cisteina, pela clivagem da glicina via enzima cistationina y liase (CGL), ¢
finalmente convertida em glutationa, um importante antioxidante endégeno.
Desta forma, o AF exerce um papel neuroprotetor por promover reparo e
crescimento neuronal, prevenindo danos ao SNC. Fonte: Adaptado de
Ramaekers et al., 2016.
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Diante das importantes fungbes do AF, qualquer anormalidade que
ocorra no metabolismo desta vitamina pode afetar o SNC. Esta hipdtese
é suportada por evidéncias que tém associado a deficiéncia de AF aos
transtornos neurodesenvolvimentais, como a esquizofrenia (Krebs et al.,
2009; Ramaekers et al., 2016). Assim, deficiéncias maternas graves de
AF ou vitamina B12 causam anemia megaloblastica, acompanhada de
diversas manifestagdes neuroldgicas (Baumgartner, 2013). Ademais, a
deficiéncia pré-natal de AF, entre o 21° e 27° dia pds-concepcao,
aumenta consideravelmente o risco de malformagdes graves como 0s
DTNs, o que justifica a suplementacdo obrigatéria de AF no periodo
periconcepcional e o enriquecimento desta vitamina em alimentos
industrializados no Brasil desde 2004 (Marchioni et al., 2013). Também
tem sido descrito que criangas concebidas em um curto intervalo entre
as gestacdes apresentam niveis diminuidos de AF, o que pode ser
explicado pela deplecdo da reserva materna de AF, quando o estoque
desta vitamina ainda estd sendo recuperado pela mae (Dogan et al.,
2009). Estes achados suportam que a deficiéncia materna de AF pode
afetar o neurodesenvolvimento fetal e contribuir como um importante
fator de risco para a esquizofrenia na vida tardia dos filhos
(Gunawardana et al., 2011).

1.2 ESQUIZOFRENIA: EPIDEMIOLOGIA, SINAIS CLINICOS,
FATORES ETIOLOGICOS, TRATAMENTO E FISIOPATOLOGIA

A conceituacdo moderna da esquizofrenia é geralmente creditada aos
pesquisadores Kraepelin e Bleuler. O psiquiatra Emil Kraepelin
descreveu a esquizofrenia e a denominou originalmente como deméncia
precoce, uma vez que 0s sintomas surgiam no inicio da vida levando a
problemas psiquicos futuros. Entretanto, alguns anos depois, o
psiquiatra suico Eugene Bleuler introduziu o termo esquizofrenia
(esquizo = divisdo, phrenia = mente), indicando a existéncia de uma
separacdo entre pensamento, emocao e comportamento (Silva, 2006).

A esquizofrenia caracteriza-se como um transtorno psiquiatrico
cronico e debilitante que afeta cerca de 1% da populagdo mundial, sendo
marcado por perturbaces nas funcdes cognitivas, sociais e
comportamentais (Monte et al., 2013). Sua incidéncia é discretamente
maior entre 0s homens (razdo homens / mulheres = 1,4) (McGrath,
2005). Este transtorno corresponde a 142 causa de incapacidade em todo
0 mundo, com 16,7 milhdes de pacientes, moderada e severamente,
incapacitados (Javitt, 2010). Além de comprometer gravemente a vida
dos pacientes e seus familiares, representa um grande custo para a
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sociedade e o sistema publico, tanto em termos de perda da
produtividade, como pelo tratamento continuo com antipsicéticos
(Koyama et al., 2008; Chien et al., 2008). Associado a isso, a
expectativa de vida na esquizofrenia é aproximadamente 20% menor
gue a da populacdo em geral. O transtorno esta relacionado a um
significativo risco de suicidio, em que a baixa qualidade de vida e a
elevada presenca de comorbidades contribuem para altas taxas de
mortalidade nestes individuos (Palmer et al., 2005). O nimero de mortes
estd aumentando de 1,6 a 3 vezes, sendo o suicidio a principal causa de
morte prematura em pessoas com esquizofrenia. Quase 50% dos
pacientes esquizofrénicos tentam suicidio, uma taxa pelo menos 10
vezes maior que da populagdo em geral (Hor e Taylor, 2010).

O diagndstico da esquizofrenia é baseado essencialmente na descricao
dos sinais e sintomas, ndo havendo até o momento pardmetros
fisiopatoldgicos com sensibilidade e especificidade suficiente (Bagdy e
Juhasz, 2013). De acordo com o Manual de Diagnoéstico e Estatistica dos
Transtornos Mentais (DSM-V), os sinais devem estar presentes durante
seis meses e incluir pelo menos um més de sintomas ativos para se
firmar o diagndstico (Apa —American Psychiatric Association, 1994;
2013). Os sintomas manifestam-se entre o final da adolescéncia ou
inicio da vida adulta, em que se observa uma mudanca abrupta no perfil
social e afetivo do individuo (Apa, 1994; Marsman et al., 2013). Em
geral, o inicio da esquizofrenia é precedido por uma fase prodrémica,
caracterizada por sintomas psicéticos subliminares, alta probabilidade
de um historico familiar de esquizofrenia e um declinio nas tarefas do
cotidiano (De La Fuente-Sandoval et al., 2011).

Os sintomas do transtorno sao classificados em trés classes: positivos,
representados pelas alucinagdes, delirios, episodios psicoticos,
pensamento e fala desordenada e desconfiancas que levam o paciente a
fuga da realidade; negativos, que referem-se a0 embotamento afetivo,
isolamento social, avoli¢do, anedonia e discurso empobrecido; e déficits
cognitivos, caracterizados pelo prejuizo na memdria, aprendizagem,
desorganizacdo de pensamento, desorientacdo e falta de atengdo (Larson
et al., 2010; Shamsi et al., 2011). Atualmente existe um crescente
interesse nos sintomas negativos e cognitivos, uma vez que 0S
antipsicéticos disponiveis para o tratamento da esquizofrenia mostram
uma eficécia clinica limitada sobre esses sintomas (Meyer et al., 2011).
Por ser um transtorno altamente debilitante, de desenvolvimento
neurolégico grave e afetar o individuo em um periodo critico da vida,
geralmente na fase jovem, a prevencao e o diagnostico precoce para a
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esquizofrenia tem sido uma das metas para melhorar os resultados a
longo prazo (Amminger et al., 2010).

A origem da esquizofrenia & multifatorial e o histérico familiar é o
fator de risco mais significativo (Brown, 2011). Diversos fatores, em
especial genéticos e ambientais, representam um grande impacto na
etiologia do transtorno (Shorter e Miller, 2015). Todavia, a falta de
achados consistentes apontando um fator genético especifico na
patogénese da esquizofrenia levou pesquisadores a estudarem a
influéncia dos fatores ambientais (Rapoport et al., 2012; Matrisciano et
al., 2013). E sabido que alteracdes epigenéticas podem estar envolvidas
em distdrbios neurocomportamentais, inclusive na esquizofrenia. Assim,
a regulacdo da expressdo génica é particularmente susceptivel aos
efeitos ambientais ocorridos durante o periodo pré e pos-natal (Jirtle e
Skinner, 2007).

Evidéncias sugerem que perturbacdes no desenvolvimento cerebral
durante a vida fetal desempenham um importante papel na etiologia da
esquizofrenia (Brown et al., 2007), classificando-a como um transtorno
neurodesenvolvimental (Rapoport et al.,, 2005). Diferentes fatores,
conhecidos por produzir danos no desenvolvimento do SNC durante a
fase gestacional, tém sido implicados na esquizofrenia e incluem o
sofrimento pré-natal e / ou perinatal (Baguelin-Pinaud et al., 2010)
como a exposicdo materna ao estresse (Lee et al., 2007); presenca de
infeccdo e / ou ativagdo do sistema imunoldgico (Clarke et al., 2009);
uso de drogas (Baguelin-Pinaud et al., 2010); deficiéncias nutricionais
materna (AF, vitamina B12, 6mega-3) e / ou altos niveis de Hcy (Krebs
et al., 2009); complicacfes obstétricas (Haukvik et al., 2009) e estresse
oxidativo (Bitanihirwe e Woo, 2011). Estas situacGes estressoras podem
desencadear o aparecimento de sintomas caracteristicos do transtorno,
tais como diminuicdo da interacdo social e / ou reconhecimento de
objetos e déficit no sistema sensério-motor em modelos animais (Le Pen
e Moreau, 2002), além de anormalidades na estrutura cortical, baixo
peso ao nascer e alteragcbes nos sistemas de neurotransmissores,
dopaminérgico e glutamatérgico, em humanos (Weinstock, 2001).

O tratamento da esquizofrenia é caracterizado pelo uso de
antipsicéticos, sendo que com os de primeira geracdo (APGS) ou tipicos,
0s pacientes apresentavam sérios efeitos colaterais e, portanto, baixa
adesdo ao tratamento (Kane e Corell, 2010; Leucht et al., 2011).
Posteriormente, a introducdo de antipsicoticos de segunda geracdo
(ASGs) ou atipicos ofereciam vantagens como melhora dos sintomas
negativos, déficit cognitivo, melhora do grau dos sintomas
extrapiramidais e discinesia tardia, quando comparado aos tipicos.
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Contudo, outros efeitos adversos relacionados a sindrome metabdlica
foram relatados, indicando que a adesdo ao tratamento com ASGs
permaneceu abaixo do esperado (Tajima et al., 2009; Leucht et al.,
2011). Tendo em vista que os farmacos atualmente utilizados no
tratamento deste transtorno permanecem distante do ideal, a prevencao
desde a fase pré-natal, bem como o desenvolvimento de terapias
alternativas é claramente justificavel.

Apesar do crescente consenso de que a esquizofrenia € um transtorno
mental, sua fisiopatologia ainda ndo foi completamente desvendada
(Meyer e Feldon, 2010). Entretanto, ndo ha dividas da existéncia de
alteragdes anatdbmicas e bioquimicas cerebrais em sua génese (Keshavan
et al., 2011), nas quais encontram-se as disfun¢fes nos sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico, além dos sistemas GABAGérgico e
colinérgico (Miyamoto et al., 2003; Harrison e Weinberger, 2005),
resultando em irregularidades no funcionamento de regiGes cortico-
basais, levando aos sintomas do transtorno (Tost e Meyer-Lindenberg,
2011). A teoria mais conhecida e primeiramente estudada foi a “hipdtese
dopaminérgica”, que correlaciona os sintomas da esquizofrenia com
uma desregulacdo na neurotransmissdo de dopamina no cérebro (Lodge
e Grace, 2011). Tal hipdtese é baseada na evidéncia de que os
medicamentos antipsicoticos usados na terapéutica atuam como
antagonistas dos receptores de dopamina, mais especificamente
receptores do tipo D2, e que farmacos como as anfetaminas aumentam a
dopamina cerebral causando episddios psicéticos em individuos normais
(Meyer et al., 2011).

Deste modo, 0 aumento na liberacdo de dopamina esta intrinsicamente
relacionado a psicose, sendo a hipétese dopaminérgica,
predominantemente associada a fisiopatologia da esquizofrenia (Snyder,
1976). Tem sido proposto que os sintomas negativos do transtorno sao
decorrentes de um déficit da atividade dopaminérgica mesocortical
(receptores D1), tendo inicio na éarea tegumentar ventral (ATV)
seguindo até o cortex pré-frontal, contrapondo-se a hiperatividade da
transmissdo dopaminérgica via receptores D2 na regido mesolimbica,
compreendida entre a ATV e o nlcleo accumbens, a qual levaria aos
sintomas psicoticos (Ross et al., 2006; 2007). Porém, a teoria
dopaminérgica sozinha ndo explica completamente a fisiopatologia da
esquizofrenia, uma vez que ndo é capaz de desvendar as razdes
subjacentes ao inicio dos sintomas na fase jovem-adulta, as alteracfes
cognitivas e em estruturas cerebrais e o fato dos antipsicéticos nédo
serem igualmente eficazes sobre 0s sintomas negativos (Johnstone et al.,
1976).
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Estda bem descrito que o sistema dopaminérgico pode ser modulado
pelo glutamatérgico, sendo este dltimo envolvido em importantes
fungdes cognitivas (memoria e aprendizagem). Assim, foi postulada a
hipotese glutamatérgica da esquizofrenia (Javitt, 2010; Goff, 2015), a
qual foi reforcada pelo fato do tratamento com drogas, como a
fenciclidina e cetamina, ambas antagonistas dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA), exacerbarem 0s sintomas psicoticos em pacientes
esquizofrénicos e induzirem sintomas positivos e negativos em
individuos saudaveis, ao contrario da anfetamina, que gera somente
sintomas positivos. A partir desta observacdo, tal hipétese defende que
uma hipofuncdo nos receptores NMDA esta diretamente relacionada a
fisiopatologia da esquizofrenia (Bressan e Pilowsky, 2003).

Além disso, estudos supdem que a excitoxicidade neural devido ao
excesso de glutamato tem um importante papel na esquizofrenia
contribuindo para um possivel processo neurodegenerativo do transtorno
(Moghaddam et al., 1997; Moghaddam e Krystal, 2012). E sabido que
esta hipltese se concentra em alteragbes nas vias glutamatérgicas
cerebral e na deficiéncia da sinalizacdo dos receptores de glutamato
(Poels et al., 2014). Ademais, dentre os antagonistas dos receptores
NMDA, a cetamina tem recebido atengdo em uma série de trabalhos
cientificos e vem sendo utilizada como um bom modelo animal para
induzir a esquizofrenia, uma vez que é capaz de alterar parametros
comportamentais e bioguimicos nos animais, os quais se assemelham as
alteracBes do transtorno em pacientes humanos (Hunt et al, 2006; De
Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010; Gama et al., 2012; Zugno et
al., 2016).

1.2.1 Nutricdo Materna, Epigenética e Esquizofrenia

O desenvolvimento e crescimento adequado da placenta durante a
gravidez é determinado pela condicdo nutricional materna e tém um
efeito crucial na satde do feto, uma vez que a placenta representa o elo
entre as circulagdes materno-fetais, sendo fundamental para a nutricéo e
oxigenacdo fetal (Dhobale, 2014). A gravidez representa um periodo de
maior exigéncia metabdlica e a ingestdo de micronutrientes nesta fase é
de suma importancia, porém, muitas vezes inadequada. Durante a
gestacdo, a rapida taxa de proliferacdo celular materna e fetal esta
associada a maior necessidade de micronutrientes, em particular de AF
(Bailey e Ayling, 2009). Por este motivo, no periodo gestacional,
algumas mulheres tornam-se susceptiveis a deficiéncia de AF, devido a
necessidade em fornecer um aporte nutricional adequado para o bebg, o
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gue pode impactar sobre a sua salde e, de modo especial, sobre o
préprio feto (Haider et al., 2011). Conforme ja mencionado, para reduzir
a incidéncia de DTNs, a fortificacdo de AF em cereais e graos tem sido
recomendada ha& anos (Honein et al., 2001; Marchioni et al., 2013).
Além disso, o AF é prescrito na dose de 400-800 pg/dia para mulheres
gravidas ou para aquelas que planejam uma gravidez, pelo menos trés
meses antes de engravidar. Para mulheres com antecedentes de DTN, a
dose recomendada é dez vezes superior (4 mg/dia) (US Preventive
Services Task Force, 2009).

Estad bem estabelecido que o AF atua como um cofator essencial na
sintese de acidos nucleicos, facilitando a metilacdo do DNA (Oommen
et al., 2005; Barua et al., 2014a; Barua et al., 2014b) e, por conseguinte,
tem uma maior exigéncia de suporte ao longo da gestacdo, sendo
primordial para o crescimento e desenvolvimento cerebral do feto
(Stamm e Houghton, 2013). Estudos demonstram que niveis alterados
de AF e, em consequéncia de Hcy, podem afetar processos
fundamentais de neuroplasticidade desenvolvimental e adulta, incluindo
a proliferacdo e diferenciacéo celular em neurénios e células gliais, bem
como a sobrevivéncia neuronal. Desse modo, a plasticidade sindptica
pode ser sensivel a Hcy, uma vez que este aminoacido é capaz tanto de
altera-la, como promover a degeneragdo neuronal, contribuindo
inclusive para a patogénese de transtornos, como a esquizofrenia
(Mattson e Shea, 2003; Parletta et al., 2013). Dhobale (2014) confirmam
gue os micronutrientes maternos (AF, vitamina B12 e acidos graxos
polinsaturados — PUFAS) atuam em conjunto no metabolismo de 1C,
assim, qualquer alteracdo em um destes componentes podera causar
mudangas nos padres de metilacdo que afetam a expressdo génica,
resultando em complicagdes durante a gestagdo e repercutindo na salde
da prole. Tudo isso pode predispor o aparecimento de transtornos
psiquiatricos em algum momento da vida destes filhos (Dhobale, 2014).

De fato, a nutricio materna exerce um papel determinante na
prevencdo de diversas doencas (cardiovasculares, psiquiatricas e
neurodegenerativas) na vida da prole (Peleg-Raibstein et al., 2012; Van
Abeelen et al., 2012). Pesquisas experimentais sugerem que a dieta
materna desequilibrada em AF e vitamina B12 pode influenciar a sintese
de PUFAs, reduzindo os niveis de acido docosahexaendico (DHA)
cerebral na prole (Hill et a., 2011; Sable et al., 2012). Os &cidos graxos
sdo vitais para o desenvolvimento e funcionamento do cérebro e, quando
em desequilibrio na mae, podem afetar o desempenho cognitivo
(meméria e a aprendizagem) nos filhos, uma vez que a natureza das
mudangas ocorridas pode ser dependente do tempo e da duragdo do dano
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durante o neurodesenvolvimento (Vickers, 2011; Howie et al., 2012).
Adicionalmente, os processos epigenéticos sdo apontados como o
mecanismo base pelos quais alteracBes nutricionais na fase pré-natal
interferem no desenvolvimento cerebral da prole (Kim et al., 2009a).
Assim, a epigenética caracteriza-se por afetar a expressdo de genes, sem
alterar a sequéncia gendmica, ou seja, a sequéncia do DNA. Mudancas
epigenéticas incluem varios mecanismos que influenciam a estrutura da
cromatina e a expressdo génica, como a metilagdo do DNA e acetilacdo
de histonas.

A metilacdo do DNA envolve a adicdo de grupos CH3 em regibes
especificas do genoma dos organismos logo ap6s a replicacdo do DNA
(Dahl e Guldberg, 2003; Alho, 2004). A incorporacdo destes grupos
ocorre no carbono 5 das bases nitrogenadas citosinas (C) localizadas na
posicdo 5 das bases guaninas (G), gerando a 5-metilcitosina (5mC)
(Holliday e Grigg, 1993). A metilacdo é catalisada por um grupo de
enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) que
estabelecem e mantém o padrdo de metilacdo (Robertson, 2005). As
regides promotoras de determinados genes sdo relativamente ricas em
citosina e guanina, sendo denominadas ilhas CpG. Quando ndo
metilada, os fatores de transcricdo tém livre acesso aos seus sitios de
ligacdo na regido promotora, ocorrendo assim a transcricdo do gene. A
metilacdo das ilhas CpG das regiGes promotoras esta relacionada com a
regulacdo da expressdo génica por impedir a ligacdo de elementos
fundamentais ou fatores de transcricdo na cadeia de DNA. Desta forma,
0 DNA metilado impede a transcricéo, silenciando genes, sendo este um
mecanismo regulatorio da expressdo génica (Kim, 2004a; Wojdacz e
Hansen, 2006). A metilacdo do DNA pode entdo conduzir a efeitos de
longa duracéo sobre a expressdo do gene e do fen6tipo, enquanto outras
modificacBes epigenéticas tendem a ser de natureza passageira
(Gluckman et al., 2008). A exposi¢do embrionéria e fetal a nutrientes
derivados da mde pode ter impactos na metilacdo do DNA, sendo este 0
mecanismo sugerido pelo qual os nutrientes maternos alteram o fenétipo
da prole, conforme observado em estudos pré-clinicos (Waterland,
2003; Grozinger et al., 2007). Estas mudancas fenotipicas através da
metilacdo do DNA podem estar relacionadas ao metabolismo do AF,
pelo fato desta vitamina atuar como um “substrato” no ciclo de 1C,
sendo essencial na transferéncia de grupos CH3 para as reacOes de
metilacdo. Durante o periodo fetal, os padrbes de metilacdo do DNA de
6rgdos especificos sdo estabelecidos através da reprogramagédo
epigenética, no entanto, a estabilidade destes padrdes ndo é imutavel e
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pode ser modificada ao longo da vida pelo ambiente (Kim et al., 2009z;
2009Db).

Waterland e Michels (2007) propde dois possiveis mecanismos para
explicar o efeito epigenético dos nutrientes maternos no fenétipo da
prole. Primeiramente, a disponibilidade reduzida de grupos CH3, por
exemplo, devido a deficiéncia de AF, parece alterar a metilacdo do DNA
em epialelos metaestaveis, influenciando o metabolismo ou atividade,
em especial, da enzima DNA metiltransferase-1 (DNMT-1). Outra
explicacdo se da pela repressdao de genes criticos durante a nova
metilacio de DNA no desenvolvimento fetal precoce, o que pode
resultar em um defeito permanente da regulacdo epigenética via
metilagdo do DNA e contribuir para o desenvolvimento de doengas na
prole (McKay et al., 2004). Estudos que relacionam AF, metabolismo de
1C e nutricdo materna com a esquizofrenia ainda sdo escassos. Ha, no
entanto, indicios indiretos de que a disponibilidade de AF durante
periodos criticos de desenvolvimento do cérebro, como na fase
gestacional, pode comprometer o neurodesenvolvimento dos filhos
(Kirkbride et al., 2012).

Neste sentido, recente ensaio clinico mostrou beneficios com a
suplementacdo de AF e vitamina B12 para pacientes com esquizofrenia,
dependendo da resposta de variagdes individuais na absor¢do do folato
(Roffman et al., 2013). O AF parece exercer um efeito promissor no
tratamento dos sintomas negativos do transtorno, devido seu papel no
metabolismo de 1C, através da sintese de neurotransmissores (Hill et al.,
2011). Estudo realizado por Zugno et al. (2016) observou que a
suplementacdo de AF (10 e 50 mg/kg) em animais adultos submetidos
ao modelo de esquizofrenia foi capaz de prevenir a hiperlocomocéo, o
déficit no comportamento social, além do dano a lipideos e proteinas nas
estruturas cerebrais avaliadas.

Considerando os achados acima e que a deficiéncia de AF ou
alteragdes no seu metabolismo durante periodo gestacional pode estar
envolvida na patogénese da esquizofrenia, a dose adequada e o tempo
bem estabelecido para a suplementagdo desta vitamina
periconcepcional, durante a gestagdo e lactagdo, assim como durante a
vida, pode ser fundamental para o0 bom desempenho cerebral e da salde
da prole em geral, uma vez que o AF desempenha importante papel em
processos neuronais (Barua et al., 2014b; Wang et al., 2017).
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1.2.2 Estresse Oxidativo e Esquizofrenia

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e / ou nitrogénio
(ERN) e a capacidade de defesa antioxidante do organismo (Halliwell,
2006). O cérebro é particularmente vulnerdvel ao dano oxidativo,
principalmente devido seu alto consumo de oxigénio (02), pelo seu
elevado conteldo lipidico (PUFAS), por ser metabolicamente ativo com
um modesto mecanismo de defesa antioxidante e pela presenca de
células microgliais, as quais podem produzir espécies reativas (ER).
Desse modo, pesquisas indicam que alteracdes nos mecanismos de
defesa antioxidante tém um papel crucial na fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia, transtorno bipolar e
depressdo (Halliwell e Gutteridge, 2007). Tanto fatores genéticos como
ambientais podem ocasionar 0 aumento celular de ER e influenciar a
capacidade da defesa antioxidante em pacientes psiquiatricos,
desencadeando dano celular oxidativo a lipideos, proteinas e DNA,
afetando o crescimento e a diferenciacdo neuronal (Pandya et al., 2013).

Neste sentido, Koga et al. (2016) reforcam que ambos fatores de risco
para esquizofrenia estdo associados ao estresse oxidativo e podem
impactar adversamente 0s processos neurodesenvolvimentais relevantes
para a fisiopatologia do transtorno. Pacientes esquizofrénicos jovens tém
demonstrado alteracdes nos niveis de nutrientes, em especial AF e DHA
no inicio da psicose, 0 que pode estar relacionado a hipdtese acima
relatada (Kale et al., 2008; Kale et al., 2010). Roy et al. (2012) supGem
gue este desequilibrio de nutrientes aumenta o estresse oxidativo devido
a geracdo de radicais livres que interagem com &cidos graxos das
membranas neuronais ou lipoproteinas. Estas espécies atacam as duplas
ligacdes dos PUFAs e iniciam reacGes formando perdxido de lipidios. A
deficiéncia de AF e vitamina B12 pode induzir estresse oxidativo pelo
aumento de malondialdeido (MDA), um marcador de dano lipidico.
Ademais, 0 excesso de Hcy geralmente associado a deficiéncia de
vitaminas do complexo B, induz estresse oxidativo através da ativacéo
de receptores glutamatérgicos, uma vez que a Hcy atua como um
potente agonista dos receptores NMDA, o que produz ER, ou pela
prépria autoxidacdo deste aminoacido e outros dissulfitos, liberando 02
e perdxido de hidrogénio (H202), os quais podem oxidar fosfolipidos de
membrana e proteinas, inclusive enzimas (Roy et al. 2012; Pandya et al.,
2013; Koga et al., 2016).

A Hcy pode ter uma influéncia significativa sobre o desenvolvimento
do cérebro, particularmente quando seus niveis estdo aumentados na
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mée durante a gestacdo (Roy et al., 2012). Tudo isso sugere que a
deficiéncia de AF, vitamina B12 e dmega-3 na fase pré-natal é capaz de
desencadear estresse oxidativo, levando a diminuicdo dos niveis de
PUFAs cerebrais na prole ao nascer, 0 que pode impactar na
manifestacdo de sintomas clinicos da esquizofrenia em algum momento
da vida da prole, contribuindo para a patogénese do transtorno (Akanji
et al., 2007; Dietrich-Muszalska e Olas, 2009a). Diante disso, a nutri¢do
materna adequada, especialmente em AF, tem um papel primordial no
controle do estresse oxidativo por reduzir os niveis de Hcy, o que
confere a esta vitamina uma importante acdo neuroprotetora (Zhang et
al., 1998; Boldyrev e Jonhson, 2007).

Estd bem descrito que alteragbes nos niveis de MDA estéo
diretamente relacionadas a esquizofrenia e, portanto, outros marcadores
de peroxidacdo lipidica tém sido investigados neste transtorno. Estudo
realizado por Dietrich-Muszalska e Olas (2009a) mostrou que 0s
produtos da peroxidacdo do acido araquiddnico (6mega-6), incluindo o
4-hidroxinonenal (4-HNE) e 8-isoprostano (8-1SO), encontram-se
aumentados em soro de pacientes esquizofrénicos e podem levar a alta
susceptibilidade ao dano neuronal, disfungdo mitocondrial e morte
neuronal (Keller et al., 1999; Ramos-Loyo et al., 2013).

A determinacdo de proteinas oxidadas tem sido enfatizada na
esquizofrenia, uma vez que as proteinas tém um papel critico na fungdo
celular, acdo de enzimas e transducdo de sinal (Halliwell e Whiteman,
2004). Assim, a oxidacdo proteica contribui para danificar moléculas
secundérias, resultando em novos grupos funcionais que podem
seriamente comprometer a integridade celular (Dietrich-Muszalska et
al., 2009; Boskovi¢ et al., 2011). Desse modo, o conteudo de grupos
carbonila (carbonilagdo de proteinas) mostra-se como o principal
marcador para avaliar o dano proteico. A acdo das ER contra proteinas
adiciona-lhes radicais carbonil em determinados aminoécidos, alterando
sua conformacao e tornando-as disfuncionais (Dalle-Donne et al., 2006).
Por exemplo, se H202 ndo é removido das células por enzimas
antioxidantes, pode reagir com Fe2+, formando radicais hidroxila (OH-
), 0s quais reagem com residuos de aminodcidos (lisina, prolina,
arginina e treonina) para formar grupos carbonila (Beal, 2002). Outra
forma de dano oxidativo as proteinas ocorre através da nitracdo de
residuos de tirosina induzida pela formagdo de peroxinitrito (ONOO-),
originando a 3-nitrotirosina (3-NT) (Beckman e Koppenol 1996, Naoi et
al., 2005), sendo este Ultimo dano mais reversivel quando comparado a
carbonilagdo de proteinas (Irie et al., 2003, Osoata et al., 2009). Em
geral, o dano proteico, mensurado principalmente através do contetdo
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de grupos carbonila e 3-NT, tem se mostrado aumentado em pacientes
esquizofrénicos (Dietrich-Muszalska e Olas, 2009b; Dietrich-Muszalska
et al., 2009).

Para contrapor-se ao aumento das ER e radicais livres, os quais séo
inevitaveis em decorréncia do préprio metabolismo celular ou mediante
situacdes adversas (estresse na fase pré-natal), a célula dispbe de um
sistema antioxidante composto de diversas enzimas (Koga et al., 2016).
Assim, a atividade das enzimas antioxidantes é avaliada como uma
medida indireta de estresse oxidativo. Uma das enzimas de eliminagéo
critica mais comumente relatada na esquizofrenia é a superoxido
dismutase (SOD), que converte os radicais superoxido (02-) em H202,
detoxificando os radicais O2-. A catalase (CAT), por sua vez, permite a
degradacdo de H202 em O2 + H20, impedindo a producdo de radicais
livres (Garcia et al., 2005; Wu et al., 2013; Koga et al., 2016). Todavia,
estudos tém demonstrado resultados contraditorios sobre as enzimas
antioxidantes em individuos esquizofrénicos, as quais podem estar
aumentadas ou diminuidas nestes pacientes (Wu et al., 2013).

Diante de tudo, tem sido elucidado que o estresse oxidativo interfere
em todo o processo de neurodesenvolvimento desde a gestacdo,
podendo permanecer durante a vida adulta. Evidéncia sugere que 0 uso
de micronutrientes maternos, em particular o AF, pode ser eficaz na
prevencdo da esquizofrenia (Pandya et a., 2013), justificando novas
pesquisas relacionadas a esta vitamina. Ademais, a associacdo entre
fatores genéticos e ambientais representa um grande impacto na
etiologia do transtorno (Shorter e Miller, 2015), o que torna cada vez
mais evidente o possivel envolvimento dos danos oxidativos na
neurobiologia das alteracdes comportamentais verificadas em animais
induzidos ao modelo de esquizofrenia, assim como na fisiopatologia
deste transtorno neurodesenvolvimental.

1.3 MODELOS ANIMAIS DE ESQUIZOFRENIA

Nos ultimos anos a neurofarmacologia tem utilizado o modelo animal
para o estudo de transtornos psiquiatricos em laboratdrio. Infelizmente
no grupo da esquizofrenia, devido a complexidade da doenca, existe
uma multiplicidade de fatores que ndo podem ser reproduzidos na
realidade dos animais e, consequentemente, h4 uma certa dificuldade
para se obter um modelo animal que contemple todos os aspectos do
transtorno (Meyer e Feldon, 2010).

Desta forma, um modelo animal amplamente utilizado na
esquizofrenia envolve a administragdo repetida ou aguda de cetamina
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(De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010; Fraga et al., 2011; Gama
et al., 2012; Monte et al., 2013). Essa droga tem sido usada clinicamente
como um anestésico dissociativo que atua com multiplos mecanismos de
acdo, incluindo o antagonismo ndo-competitivo do receptor
glutamatérgico NMDA e como agonista do receptor de dopamina D2,
com uma afinidade ligeiramente menor pelos receptores 5-HT2 (Kapur e
Seeman, 2002; Kapur e Mamo, 2003). E sabido que o efeito de
substancias psicoativas em humanos, tais como a anfetamina e o0s
antagonistas dos receptores NMDA (fenicilina, cetamina e MK-801)
podem simular sintomas da esquizofrenia (Krystal et al., 2003; Krystal
et al., 2005; Salgado et al., 2006).

Em roedores, estes farmacos estabelecem comportamentos anormais,
tais como hiperlocomogdo, comportamento estereotipado aumentado,
déficits cognitivos e no filtro sensério-motor, além de perturbages na
interacdo social entre os animais, 0s quais sdo constitutivos da
esquizofrenia (Sams-Dodd, 1998; Lipska e Weinberger, 2000). Estas
substancias também modulam, direta ou indiretamente, a atividade do
sistema dopaminérgico, cuja disfuncdo € relevante na esquizofrenia,
conforme demonstrado pela atenuacédo exercida por neurolépticos sobre
certas manifestagdes do transtorno (Salgado et al., 2006).

Além da cetamina, outros modelos animais farmacoldgicos de
esquizofrenia sdo utilizados atraves da fenciclidina (Hashimoto et al.,
2007; Elsworth et al., 2012) e do MK-801 (Su et al., 2007; Boulay et al.,
2010). Estes farmacos agem via bloqueio do canal NMDA, impedindo o
influxo de célcio (Ca2+) através do canal deste receptor, o que induz um
estado psicético transitorio e reversivel, incluindo sintomas positivos,
negativos e cognitivos da esquizofrenia em individuos saudaveis (Fig. 3)
(Javitt et al., 2000; Mechri et al., 2010; Frohlich e Van Horn, 2014). Em
animais, o bloqueio repetido do receptor NMDA induz hiperatividade,
dificuldades de interacdo social, déficits na inibicdo por pré-pulso do
reflexo do sobressalto (IPP) e prejuizos de memoria, 0os quais se
assemelham aos sintomas da esquizofrenia em humanos, além de
mimetizar alteragdes bioquimicas, como hiperfuncdo do glutamato, o
que induz excitotoxicidade neural devido ao excesso de glutamato,
alteragdo em receptores nicotinicos de acetilcolina e hiperatividade na
transmissdo neuronal, semelhantes ao transtorno (Hunt et al, 2006;
Canever et al., 2010).
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Glutamato pré-sindptico + Cetamina bloqueia canal NMDA:
despolarizagdo pos-sindptica: impede influxo Ca*2

desbloqueio Mg*?, entrada Ca*?

Figura 3: Modelo farmacolégico da esquizofrenia com antagonista do receptor
NMDA (cetamina) — Os receptores NMDA s&o ativados quando o bloqueio do
canal NMDA pelo magnésio (Mg+2) é revertido pela despolarizagcdo da
membrana poés-sinaptica. Entdo o Mg+2 é liberado do canal, permitindo a
entrada de célcio (Ca+2) para o neurdnio, levando a potenciagdo de longa
duragdo (LTP) e o desempenho das fungbes glutamatérgicas (cognicéo,
plasticidade). A cetamina gera um blogqueio no poro do canal NMDA, o que
impede o influxo de Ca+2, podendo induzir um estado psicotico transitério e
reversivel, inclusive em pessoas saudaveis, além de modelos animais. Fonte:
Adaptado de Frohlich e Van Horn, 2014.

O uso da cetamina como um modelo animal para induzir a
esquizofrenia estd bem consolidado na literatura, sendo que sua validade
de face (mimetizar os sintomas do transtorno), de construto (habilidade
do modelo em reproduzir alguns aspectos fisiopatologicos da doenga) e
preditiva (avaliar se os medicamentos classicos usados no tratamento do
transtorno previne e / ou reverte as alteragbes comportamentais e
neuroguimicas induzidas no animal) estdo comprovadas (Reddy e Yao,
1996; De Oliveira et al., 2009). Adicionalmente, a capacidade que 0s
farmacos acima listados tém de induzir muitos, sendo a maioria dos
sintomas e déficits associados a esquizofrenia, sugere que a disfuncdo
ou desregulacdo do receptor NMDA é capaz de explicar estas
caracteristicas do transtorno (Kantrowitz e Javitt, 2010).

Neste contexto, a pesquisa em animais tem representado um promissor
instrumento para elucidar as bases biologicas das doencas e dos
transtornos psiquiatricos. A inducdo de sintomas tipo esquizofrenia
através de antagonistas NMDA é considerada um modelo altamente
valido, e, por isso, a cetamina vem sendo usada como agente na
pesquisa para o desenvolvimento de novos antipsicéticos e para
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determinar a correlagdo neuroquimica da psicose (Levkovitz et al.,
2007), visto que o bloqueio de receptores NMDA também interfere com
a neurotransmissdo dopaminérgica, a qual estd diretamente envolvida
com a esquizofrenia (Vasconcelos et al., 2015).

Diante de tudo, o presente estudo utilizou a cetamina para induzir o
modelo animal de esquizofrenia na prole adulta, cujas mées foram
expostas a dieta deficiente ou suplementada com diferentes doses de AF
(5, 10 e 50 mg/kg) na fase neurodesenvolvimental. Como mencionado
acima, este modelo é baseado na teoria da hipofuncdo do receptor
NMDA, onde ao bloquear este receptor, hd um aumento da liberacdo de
dopamina no sistema mesolimbico e igualmente aumenta-se a atividade
dos demais receptores de glutamato (Anand et al., 2000). Além de
induzir o modelo animal de esquizofrenia, Zugno et al. (2013a; 2013b;
2017) reforcam a hip6tese de que agressdes precoces durante a fase pré-
natal (privagdo materna, exposicdo materna a fumaca de cigarro)
interferem no sistema glutamatérgico, refletindo em uma maior
sensibilidade aos efeitos da cetamina na idade adulta da prole submetida
a este modelo.

1.4 JUSTIFICATIVA

Dados da literatura confirmam que a esquizofrenia se caracteriza
como um transtorno neurodesenvolvimental, em que a presenca de
fatores estressores durante a fase pré-natal, bem como o desequilibrio de
micronutrientes maternos, em particular AF, pode causar Ssérios
impactos na vida tardia da prole, influenciando em alteragdes
comportamentais e neuroquimicas (Krebs et al., 2009). Desse modo,
especula-se que 0s danos oxidativos e as mudancas nos padrdes de
metilacio do DNA possam estar envolvidos na fisiopatologia da
esquizofrenia, o que influencia o desenvolvimento do cérebro e,
consequentemente, induz alteracbes comportamentais em algum
momento da vida.

Adicionalmente, tem sido proposto que a deficiéncia de AF ou
alteracdes no seu metabolismo durante periodo gestacional pode estar
relacionada a patogénese da esquizofrenia (Barua et al., 2014b; Wang et
al., 2017). Portanto, o presente estudo apresenta relevancia por
investigar os efeitos da deficiéncia materna de AF e da suplementacdo
de diferentes doses desta vitamina durante a fase pré-natal, na prole
adulta (machos) submetida ao modelo animal de esquizofrenia, uma vez
que o transtorno apresenta discreta incidéncia entre os homens e, em
particular, pelo fato da nutrigdo materna adequada em AF ser essencial
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para 0 bom desenvolvimento cerebral da prole e, quando em
desequilibrio, é capaz de causar consequéncias bioquimicas e / ou
comportamentais futuras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da dieta deficiente em AF, da dieta controle e da
suplementacdo de AF em diferentes doses (5, 10 e 50 mg/kg) durante as
fases de gestacdo e lactagdo em ratas Wistar sobre os pardmetros
comportamentais, de estresse oxidativo e de epigenética, na prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzido pela
administracdo de cetamina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta controle
e dietas controle suplementadas com AF sobre a atividade locomotora,
relacionada aos sintomas positivos, na prole adulta submetida ao modelo
animal de esquizofrenia induzido pela administracdo de cetamina;

- Avaliar o efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta controle
e dietas controle suplementadas com AF sobre os sintomas negativos
através da interagdo social, realizada no campo aberto, na prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzido pela
administragdo de cetamina;

- Avaliar o efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta controle
e dietas controle suplementadas com AF sobre as altera¢des na funcéo
sensorio-motora, por meio do teste de IPP, na prole adulta submetida ao
modelo animal de esquizofrenia induzido pela administracdo de
cetaming;

- Avaliar o efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta controle
e dietas controle suplementadas com AF sobre as alteragdes
comportamentais relacionadas a memoria aversiva, através da esquiva
inibitdria, na prole adulta submetida ao modelo animal de esquizofrenia
induzido pela administracdo de cetamina;

- Analisar o efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta
controle e dietas controle suplementadas com AF sobre os pardmetros
de estresse oxidativo, a saber: dano lipidico (hidroperéxidos de lipideo —
LPO; 4-HNE e 8-1SO); dano proteico (contetido de grupos carbonila e
3-NT), bem como a atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT),
nas estruturas cerebrais cortex frontal e hipocampo, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzido pela
administragdo de cetamina;
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- Analisar o efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta
controle e dietas controle suplementadas com AF sobre a atividade da
enzima metiltransferase, um marcador epigenético, nas estruturas
cerebrais cortex frontal, hipocampo e estriado, da prole adulta submetida
ao modelo animal de esquizofrenia induzido pela administragdo de
cetamina.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa se caracteriza como experimental, utilizando um modelo
animal (ratos Wistar) de esquizofrenia. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo
100-2014-01 (Anexo A). Os procedimentos foram executados de acordo
com o Instituto Nacional de Guia de Salde para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério e as recomendacGes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) projetado para
minimizar o sofrimento e limitar o nimero de animais utilizados.

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas adultos com
aproximadamente 60 dias de vida, pesando em média 250 g a 300 g. Os
animais foram obtidos do Biotério da UNESC e mantidos em gaiolas em
ciclos de 12h dia-noite, com alimentagdo especifica, 4gua disponivel e
temperatura controlada entre 22+ 1° C.

31 RATAS WISTAR DUANTE A FASE DE GESTACAO E
LACTACAO

Neste estudo utilizaram-se 60 ratas Wistar adultas, virgens, que foram
mantidas cada uma com um rato Wistar macho adulto (n=60) para
acasalamento durante sete dias. A partir do primeiro de contato com o
macho, as ratas foram separadas aleatoriamente em cinco grupos
experimentais maternos (n=12) e comecaram a receber dois tipos de
dieta (racdo) especial: dieta AIN 93 (American Institute of Nutrition),
também denominada dieta controle, e dieta deficiente em AF (Reeves et
al.,, 1993). As fémeas que receberam a dieta controle ainda foram
subdividas em trés grupos para além desta racdo, receberem a
suplementacdo com AF em diferentes doses (5, 10 e 50 mg/kg),
totalizando assim, cinco grupos experimentais maternos (Tabela 1).

Apos 0 acasalamento, as ratas permaneceram isoladas uma por caixa e
continuaram recebendo a dieta previamente determinada durante toda a
gestacdo (21 a 28 dias) e lactacdo (21 dias). Foi utilizado um ndmero
significativo de fémeas devido ao fato de que o estresse gerado pela
oferta de uma nova racdo durante este periodo, associado & manipulacéo
dos animais e a propria fase gestacional, serem capazes de provocar
aborto ou canibalismo por parte das mées logo apés o nascimento dos
filhotes (Desantis e Schmaltz, 1984). Convém reforcar que as ratas ndo
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gravidas foram desconsideradas deste estudo apds 21 a 28 dias de
acompanhamento.

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais maternos: fémeas durante a fase de
gestacdo e lactagdo.

GRUPOS MATERNOS

Dieta deficiente em &cido folico (AF)

Dieta AIN 93 ou dieta controle

Dieta controle + AF 5mg/kg

Dieta controle + AF 10mg/kg

IS E R I

Dieta controle + AF 50mg/kg

N = 12 animais por grupo. Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.

32 COMPOSIGAO DAS DIETAS (RAGOES) ESPECIAIS
OFERECIDAS AS RATAS WISTAR

Nesta pesquisa foram utilizados dois tipos de dieta ou ra¢do especial:
dieta AIN 93, descrita como dieta controle, e dieta deficiente em AF,
produzida a partir da racdo AIN 93. Estas ra¢6es foram confeccionadas
e fornecidas pela empresa Pragsolucoes Biociéncias
(www.pragsolucoes.com.br), sendo oferecidas as ratas dos grupos
experimentais maternos desde o acasalamento, seguindo durante toda a
fase de gestagdo e lactacdo. Destaca-se que ambas as rag¢fes (controle e
deficiente em AF) tém a mesma composi¢do nutricional (racdo AIN 93),
porém a dieta deficiente em AF € isenta desta vitamina. O uso da racédo
AIN 93 estd bem descrito na literatura, uma vez que essa é bastante
utilizada em estudos dietéticos em roedores de laboratério para fins de
pesquisa (Reeves et al., 1993).

Conforme orientagdes do fabricante, a racdo AIN 93 foi selecionada e
denominada como dieta controle, pelo fato de ser preparada apenas com
ingredientes purificados. Desse modo, é possivel saber exatamente quais
sdo os componentes de cada fracdo de macronutrientes (carboidratos,
lipideos e proteinas), além das vitaminas e minerais. Convém destacar
que o teor de AF da dieta AIN 93 ¢é de 2 mg/kg de racdo (Reeves et al.,
1993). A dieta deficiente em AF foi preparada a partir da racdo AIN 93,
contendo os mesmos ingredientes purificados, porém o mix de
vitaminas é isento de AF (Tabela 2). Em anexo sdo apresentadas as
tabelas originais de composi¢do nutricional da dieta controle (racdo AIN
93 — Anexo B), da dieta deficiente em AF (racdo AIN 93 isenta de AF —
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Anexo C) e da racdo padrdo (dieta comum) utilizada no Biotério da
UNESC no periodo em que foi realizado o experimento (Anexo D).

Tabela 2: Composicdo das dietas controle (AIN 93) e dieta deficiente em acido
félico.

Composicao Ragéo AIN 93 ou Dieta deficiente em
nutricional das ragdes dieta controle (g/kg) AF (g/kg)
Amido de milho 398 398
Caseina 200 200
Amido dextrinizado 132 132
Sacarose 100 100
Oleo de soja 70 70
Oleo de peixe 0 0
Fibras 50 50
Mix de minerais? 35 35
Mix de vitaminas® 10 10
Acido félico 0.002 0
Vitamina B12 0.0025 0.0025
Cisteina 3 3
Bitartarato de colina 25 25
Butil terciario 0.014 0.014
Energia total (kJ) 1.57 1.57

@ Mistura de minerais (g/kg de mistura): carbonato de calcio, 357; Fosfato de
potéssio, 196; Citrato de potéassio, 70.78; Cloreto de sddio, 78; Sulfato de
potéssio, 46,6; Oxido de magnésio, 24; Citrato férrico, 6.06; Carbonato de
zinco, 1.65; Carbonato manganoso, 0.63; Carbonato cuUprico, 0.3; lodato de
potéssio 0.01; Selenato de sodio, 0.01; Paramolibdato de amonio, 0.007;
Metassilicato de sodio, 1.45; Cromo sulfato de potassio, 0.275; Cloreto de litio,
0.01; &cido boérico, 0.08; Fluoreto de sodio, 0.06; Carbonato de niquel, 0.03;
Vanadato de aménio, 0.006; Sacarose, 221.02.

b Mistura de vitaminas (g/kg de mistura): &cido nicotinico, 3; Pantotenato de
célcio, 1.6; Piridoxina-HCI, 0.7; Tiamina-HCI, 0.6; Riboflavina, 0.6; D-biotina,
0.02; Vitamina B12 (em 0,1% de manitol), 2.5; Vitamina E, 15; Vitamina A,
0.8; Vitamina D-3, 0.25; Vitamina K, 0.075; Acido félico, 0.2 (controle) e
sacarose 974.655. Essas quantidades foram utilizadas para fazer o peso total da
mistura de vitaminas para 1 kg. Fonte: Adaptado de Reeves et al. (1993) e Sable
etal. (2011).

E importante salientar que néo se optou pela ragio comum do Biotério
como dieta controle neste experimento, por alguns motivos.
Primeiramente, devido a dieta deficiente em AF ser elaborada somente a
partir da racdo AIN 93 que contém ingredientes purificados. Também
pelo fato da racdo comum néo ser purificada, apresentando um padrédo
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nutricional diferente, inclusive em relacdo a fonte proteica que é de
origem vegetal (soja, milho) quando comparada a proteina da racdo AIN
93 (caseina, origem animal), além do teor de AF na racdo comum (1
mg/kg de racéo) ser diferente da quantidade contida na racdo AIN 93 (2
mg/kg de racdo). Adicionalmente, a dieta comum é preparada com
ingredientes integrais como o milho em grdo que contém fracdes de
amido, dleo de milho, além de proteina, vitaminas e minerais misturados
no mesmo grao e, assim, ocorre com 0s demais ingredientes da ragédo
(Anexo D). Desta forma, torna-se dificil elaborar uma dieta livre de AF
a partir da racdo comum, visto que esta vitamina além de adicionada na
racdo pode estar presente nos demais ingredientes utilizados (grdos
integrais) em maior ou menor concentracdo, dificultando a eliminagéo
total do AF para obter-se a racdo deficiente nesta vitamina.

Desta forma, a fim de evitar viés no estudo, foi estabelecido o uso da
racdo AIN 93 como dieta base (controle) nesta pesquisa. De fato, 0 uso
da racdo AIN 93 neste estudo € justificado pelo fato de que ambas as
dietas (controle e deficiente em AF) tem a mesma composi¢do
nutricional, diferindo apenas quanto ao teor de AF. Estas racdes também
continham em sua composicao butil hidroguinona terciaria (BHQT) para
evitar a oxidagdo (Reeves et al., 1993) e foram mantidas sob
refrigeracdo, sendo fornecidas duas vezes por semana para as ratas
Wistar desde o primeiro dia de acasalamento até o Ultimo dia de
lactagdo.

3.3 SUPLEMENTAGAO DE ACIDO FOLICO PARA AS RATAS
WISTAR

As ratas Wistar que receberam a dieta controle foram divididas em
trés grupos, conforme demonstrado na Tabela 1, para suplementacéo
com AF. Essa vitamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) foi
suplementada nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg/peso do animal, sendo
preparada antes da administracdo e solubilizada em agua em um volume
de 1mL/100g. O AF foi administrado por via oral (v.0.), uma vez ao dia
(periodo matutino), desde o acasalamento dos animais, seguindo durante
a fase de gestacdo e lactacdo. As doses de suplementacdo foram
administradas conforme respectivo peso de cada rata, no volume de
ImL/kg. As doses de AF foram escolhidas com base em estudos
anteriormente realizados por Brocardo et al. (2008a; 2008b; 2009) e
Budni et al. (2012), os quais avaliaram os efeitos das diferentes doses de
AF no modelo animal de depressdo, bem como estudo realizado por
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Zugno et al. (2016) que verificou o efeito do AF (5, 10 e 50 mg/kg) no
modelo animal de esquizofrenia.

Conforme mencionado acima, a ragdo AIN 93 contém 2 mg/kg/racéo
de AF em sua composicdo (Reeves et al., 1993). Este teor corresponde a
necessidade normal de AF para ratas, o que equivale a suplementacgdo de
400 pg/dia para mulheres gravidas, sugerindo que as ratas expostas a
dieta controle receberam niveis adequados de AF durante a fase
gestacional em que a exigéncia desta vitamina estd aumentada, devido
ao maior aporte nutricional para o feto (Haider et al., 2011). Em adicdo,
neste estudo foi oferecida as ratas Wistar durante a gestacéo e lactacéo,
além da racdo AIN 93 (2 mg/kg), a suplementacdo de trés doses de AF
(5, 10 e 50 mg/kg), com a finalidade de verificar o efeito das diferentes
doses de AF maternas nas respostas comportamentais e bioquimicas da
prole adulta submetida ao modelo de esquizofrenia. Assim, a dose de 5
mg/kg de AF suplementada para as ratas, correspondeu a dose na faixa
de 400-800 pg/dia de AF para mulheres gravidas (Sable et al., 2011;
Barua et al., 2016a; Barua et al., 2016b). A suplementacdo de AF na
dose de 10 mg/kg para as ratas, equivaleu a dose maxima de 4 mg/dia
recomendada para mulheres gravidas com histérico prévio de filhos com
DTNs (US Preventive Services Task Force, 2009). Em sintese, estas
duas doses de AF (5 e 10 mg/kg) estdo em conformidade com as
necessidades de AF para roedores na fase gestacional, uma vez que
respeitaram a faixa de recomendagdo de AF (400 pg/dia a 4 mg/dia)
prescrita para gestantes (US Preventive Services Task Force, 2009).
Todavia, a dose de 50 mg/kg de AF foi selecionada como uma
superdose, supostamente acima do recomendado para gestantes,
inclusive em ratos. De qualquer forma, Barua et al. (2016a) reforcam
gue os roedores parecem ter uma melhor capacidade de metabolizar
doses mais elevadas de AF em relacdo aos seres humanos, conforme
evidenciado no estudo de Bailey e Ayling (2009), o qual demonstrou
gue a atividade da enzima DHFR é superior em ratos quando comparada
a humanos. Isto ainda pode justificar, ao menos em parte, o fato das
doses de AF serem utilizadas em mg para roedores ¢ em pg para
humanos.

Apb6s o nascimento da prole, todos os filhotes (machos e fémeas)
permaneceram junto a mae para amamentacdo durante 21 dias e as maes
continuaram recebendo a mesma dieta oferecida durante a gestacdo, até
o final da lactagdo. Logo apds o desmame, a prole foi submetida a
sexagem e os filhotes machos e fémeas foram agrupados de acordo com
a dieta materna, lembrando que apds cessar a amamentacdo, foi
introduzida a racdo padrdo do Biotério para estes animais. Apo6s 0
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desmame, as ratas maes foram destinadas para outro estudo e os filhotes
machos foram separados para uso na idade adulta (60 dias). A prole
feminina adulta das ratas Wistar foi destinada a outro grupo de pesquisa
do mesmo laboratério para realizacdo de outros experimentos.

3.4 PROLE ADULTA DE RATAS WISTAR MAES: MACHOS

Ao chegar a fase adulta, a prole de machos foi subdividida em grupos
conforme a dieta materna administrada durante a fase gestacional para
indugdo do modelo animal de esquizofrenia através da administracéo de
salina ou cetamina (25 mg/kg). No total, formaram-se dez grupos
(Tabela 3).

Tabela 3: Divisdo da prole em grupos experimentais: machos adultos

GRUPOS: Prole machos adulta

Dieta controle+salina (grupo controle)

Dieta controle +cetamina (grupo cetamina)

Dieta deficiente AF+salina

Dieta deficiente AF+cetamina

Dieta controle+AF 5mg/kg + salina

Dieta controle+AF 5mg/kg + cetamina

Dieta controle+AF 10mg/kg + salina

Dieta controle+AF 10mg/kg + cetamina

O @ N g~ wN e

Dieta controle+AF 50mg/kg + salina

10. Dieta controle+AF 50mg/kg + cetamina

N = 10-12 animais por grupo. Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.

3.5 ADMINISTRACAO DE CETAMINA PARA INDUZIR O
MODELO ANIMAL DE ESQUIZOFRENIA

A partir da divisdo dos grupos acima apresentados, foi iniciado o
protocolo de inducdo do modelo de esquizofrenia, no qual os animais
receberam injecBes intraperitoneais (i.p.) de cetamina (25 mg/kg) ou
salina, uma vez ao dia, durante sete dias (tratamento repetido). A dose
de cetamina foi preparada em solucdo salina no volume de 1mL/100g,
mediante estudos realizados previamente (Becker e Grecksch, 2004;
Imre et al., 2006; Tomiya et al., 2006; Canever et al., 2010).

Ap6s a Ultima administracdo de salina ou cetamina, tempo
determinado conforme o protocolo de execugdo de cada teste, os



66

animais foram submetidos as andlises comportamentais: atividade
locomotora, interacdo social, IPP e esquiva inibitoria. Posteriormente, 0s
ratos machos adultos foram eutanasiados em guilhotina e suas estruturas
cerebrais, cortex frontal e hipocampo dissecadas, congeladas em
nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80°C para posteriores analises
de parametros de estresse oxidativo e da analise da atividade da enzima
metiltransferase, sendo o estriado considerado apenas nesta Ultima
andlise do padrdo de metilacdo de DNA (Fig. 4).

Prola adulta: Salina ou Cetamina /Apds a ultima administragio de
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Figura 4: Desenho experimental — Ratas Wistar foram separadas em
grupos experimentais maternos (n= 12) para receber dois tipos de dieta
(racdo) especial — dieta AIN 93, também denominada dieta controle e
dieta deficiente em &cido félico (AF). As ratas que receberam a dieta
controle foram ainda subdivididas em trés grupos para que, além desta
racao, recebessem a suplementacdo com AF nas doses de 5, 10 e 50
mg/kg, via oral (v.0.), desde o acasalamento, seguindo durante toda a
gestacdo e lactacdo. No total, formaram-se cinco grupos experimentais
maternos (n=12). Ao completar 60 dias de vida, a prole de machos
adulta foi agrupada conforme a dieta materna para a indu¢do do modelo
animal de esquizofrenia através da administracdo intraperitoneal (i.p.)
de salina ou cetamina (25 mg/kg) durante sete dias. Apds a ultima
administracdo de salina ou cetamina, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais. Posteriormente, foram eutanasiados em
guilhotina e suas estruturas cerebrais, cortex frontal e hipocampo
dissecadas, mantidas em freezer -80°C para posteriores analises
bioguimicas dos parametros de estresse oxidativo e da atividade da
enzima metiltransferase, sendo o estriado considerado apenas nesta
Oltima analise do padrdo de metilagdo de DNA Fonte: Desenho
elaborado pela pesquisadora, 2017.
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3.6 AVALIAGOES COMPORTAMENTAIS

As andlises comportamentais, atividade locomotora, interagdo social,
funcdo sensério-motora e memoria aversiva dos animais, foram
realizadas no Laboratério de Neurociéncias (Neurolab).

3.6.1 Atividade locomotora

Trinta minutos apos a Gltima administragdo de salina ou cetamina, 0s
animais foram submetidos individualmente a exploracdo em uma caixa
de atividade locomotora com 50 x 25 x 50 cm de dimensdes, contendo
sensores laser acoplados a um computador (Activity Monitor, Insight
Laboratory Equipment, Ribeirdo Preto, SP). Este equipamento monitora
a disténcia percorrida (em centimetros) pelo animal e reflete a atividade
locomotora automaticamente, sendo o tempo de avaliacdo total (15
minutos) dividido em blocos de 5 minutos (Fig. 5) (Canever et al., 2010;
De Oliveira et al., 2011). A distancia total foi entdo calculada somando-
se as mudangas de posi¢bes controladas pelo sistema (Zugno et al.,
2013b).

Figura 5: Representacdo do equipamento monitor de atividade locomotora.
Fonte: Desenho elaborado pela pesquisadora, 2017.

Est& bem descrito que a hiperlocomogéo farmacologicamente induzida
¢ um importante indicador dos sintomas positivos associados a
esquizofrenia (Van Den Buuse, 2010). Assim, o objetivo do teste
“campo aberto” ¢ avaliar as mudangas comportamentais quando os ratos
sdo colocados em um novo ambiente, como no meio de um espago
aberto, uma vez que a atividade exploratéria e locomotora dos animais
sdo analisadas (Canever et al., 2010; De Oliveira et al., 2011; Zugno et
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al., 2013b). A medida que os animais sentem ansiedade, medo ou tem
problemas de adaptacio em um ambiente novo, as atividades
exploratdrias tendem a aumentar (Tsuchie et al., 2013).

3.6.2 Interacéo social

Existem inlmeros comportamentos sociais que sdo relevantes para a
esquizofrenia e muitos deles sdo utilizados para estabelecer testes
comportamentais pré-clinicos de sintomas negativos em uma variedade
de espécies, variando entre roedores e primatas ndo humanos. O modelo
gue é mais amplamente utilizado neste contexto é o de interacdo social
(Neill et al., 2014). Este avalia uma variedade de comportamentos
exibidos por um sujeito (neste estudo, rato) quando exposto a um outro
animal estranho (outro rato). Em geral, o teste de interagdo indica o
perfil social dos animais, estando relacionado aos sintomas negativos da
esquizofrenia. A resposta é quantificada de forma diferente dependendo
do grupo de pesquisa (Neill et al., 2014).

Na presente pesquisa, no dia do experimento, apds a ltima injecédo de
salina ou cetamina, os animais foram isolados socialmente em caixa de
material plastico mensurando 43 x 28 x 15 cm e foram privados de agua
e comida por um periodo de seis horas antes do experimento.
Posteriormente, animais de caixas diferentes, porém do mesmo grupo
experimental, foram organizados em duplas e, colocados no campo
aberto, uma caixa de acrilico (60 x 60 x 30 cm) com piso so6lido para a
realizacdo do teste. O protocolo seguido neste estudo foi descrito por
Niesink e Van Ree (1989) e Schneider e Przewlocki (2005). O
comportamento social dos animais foi avaliado de par em par e ndo
individualmente. O teste consistiu em analisar trés parametros
comportamentais da dupla de animais por um periodo de 15 minutos e
os dados foram registrados manualmente. Desta forma, foi observado o
tempo de laténcia (em segundos) para iniciar o contato entre 0s animais
(seguir ou se aproximar do parceiro, a montagem sobre o parceiro, 0
cheirar ou grooming de qualquer parte do corpo do parceiro); o nimero
total de contatos sociais e o tempo total em que os animais
permaneceram em contato (Fig. 6) (Niesink e VVan Ree, 1989; Schneider
e Przewlocki, 2005). Como o ambiente do teste é desconhecido, a
tendéncia normal é haver alguns minutos de atividade exploratéria junto
com as intera¢Bes sociais e, como o experimento é realizado durante ao
dia, os animais controles usualmente acabam adormecendo juntos ao
final do teste. A laténcia indica o grau de ansiedade, visto que o animal
estd no mesmo ambiente que outro rato desconhecido. O tempo total e 0
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numero de contatos quantificam a preferéncia do animal pelo contato
com o animal desconhecido, ao invés de explorar o ambiente (Canever
etal., 2010).

Figura 6: Representacdo do equipamento do teste de interagdo social. Fonte:
Desenho elaborado pela pesquisadora, 2017.

O uso extensivo desse teste para mimetizar os sintomas negativos da
esquizofrenia em animais se deve ha algumas razfes. Primeiramente,
avaliar a interacdo social em animais é relativamente simples em
comparagao a outros sintomas negativos, como embotamento afetivo ou
apatia. Esses sintomas sdo dificeis de mimetizar e até mesmo de
identificar em animais, visto que a falta de resposta a emocéo evocada
por estimulos em animais pode ser completamente independente da falta
de emocdo. Em segundo lugar, diferente de muitas tentativas frustradas
de modelar os aspectos mencionados anteriormente dos sintomas
negativos, varios grupos foram capazes de mostrar com sucesso a
inibicdo da interacdo social, induzida por antagonistas do receptor
NMDA em animais (Sams-Dodd, 1998; Becker e Grecksch, 2004;
Canever et al., 2010). Assim, a diminuicdo da interacdo social vem
sendo estudada como um comportamento caracteristico (sintoma
negativo) em modelos animais de esquizofrenia e autismo (Schneider e
Przewlocki, 2005; Dicicco-Bloom et al., 2006).

3.6.3 Inibicéo por pré-pulso do reflexo do sobressalto (IPP)

Um dos modelos comportamentais mais utilizados para a avaliagdo
dos sintomas da esquizofrenia, reconhecidamente um endofendtipo para
o transtorno, ¢ o modelo da IPP que oferece uma medida operacional do
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filtro sensério-motor refletido pela capacidade de inibi¢do de um reflexo
de sobressalto, quando um estimulo sensorial é precedido por outro de
menor intensidade (Hoffman e Ison, 1980). A habilidade de discriminar
estimulos externos de relevancia fisiologica ou cognitiva, fornecida pelo
filtro sensdrio-motor, estd comprometida em individuos com
determinados  transtornos  psiquiatricos, como em  pacientes
esquizofrénicos (Salum et al., 2008).

A IPP é uma forma de plasticidade do reflexo do sobressalto,
caracterizada por uma reducdo normal no sobressalto em resposta a um
estimulo auditivo intenso (pulso), quando este é precedido
imediatamente (30-500 ms) por um estimulo mais fraco (pré-pulso)
(Fig. 7) (Weiss e Feldon, 2001). A ativagdo de processos cerebrais é
aumentada em resposta ao estimulo fraco, o que impede a
responsividade a eventos sensoriais posteriores durante uma rapida
janela temporal. Este periodo protege a informacéo contida no estimulo
inicial, para que seja adequadamente processada, durante o qual,
somente estimulos suficientemente grandes serdo capazes de ultrapassar
este filtro protetor (Salum et al., 2008).
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Figura 7: Esquema simplificado do mecanismo de inibicdo pré-pulso (IPP).
Fonte: Adaptado de Salum et al., 2008; Araujo, 2015.

Neste estudo a quantificacdo da IPP foi realizada de acordo com
protocolo descrito por Levin et al. (2011). Trinta minutos apés a Ultima
administracdo de salina ou cetamina, os animais foram submetidos ao
teste. Foi utilizada uma caixa de medida de sobressalto com vedacao
sonora (Insight, Sdo Paulo, Brasil) na qual a amplitude do sobressalto é
guantificada ap6s a apresentacdo de um estimulo sonoro, sendo que
durante todo o tempo é produzido um barulho de fundo de 65 dB. Os
animais permaneceram na caixa por um periodo de habituacdo de 5
minutos. O protocolo foi composto por 74 testes pseudo-randomizados,
divididos em sete categorias distintas, apresentados com um intervalo de
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20 segundos: 1) 20 apresentacGes de pulso sozinho (P) com uma
intensidade de 120 dB por 50 ms; 2) 8 apresentagbes de cada
intensidade de pré-pulso (PP) sozinho, intensidades de 70, 75 e 80 dB e
3000 Hz de frequéncia por 20 ms; 3) 10 apresentacdes de cada
intensidade de PP + P, com um intervalo de 50 ms. No fénomeno de
IPP, a diminuigdo da resposta ao P, estimulo repentino e intenso, ocorre
guando esse é precedido de um PP, estimulo menos intenso (Fig. 8).

Assim, a IPP reflete a acdo protetora do filtro sensério-motor contra
interferéncias: o estimulo mais fraco ndo sé desencadeia 0 seu
processamento, como também é capaz de suprimir o processamento de
um estimulo mais forte subsequente (Graham, 1975). O resultado indica
a porcentagem de IPP, avaliando assim as fung8es sensério-motoras dos
animais (Hoffman e Ison, 1980; Weiss e Feldon, 2001).

Resposta
Comportamental

120 (3 s

65 dB

120 dB ——

70, 75 ou 80 dB == 100 ms

65 dB

Figura 8:: Representagdo da inibicdo pré-pulso do reflexo de sobressalto (IPP)
— A figura representa a situagdo em que um estimulo forte (pulso, P) gera uma
resposta (R), mas na presenga de um estimulo fraco prévio (pré-pulso, PP), a
resposta ao pulso é diminuida (r). O fendmeno de PPI é calculado a partir da
diferenca entre a resposta comportamental sem e com PP. Fonte: Adaptado de
Koch e Schinitzler (1997).
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Drogas que induzem sintomas da esquizofrenia em humanos, como a
cetamina, feniciclina, anfetamina, cocaina e a apomorfina reduzem a
IPP. Porém, este efeito pode ser diminuido pelo tratamento com
antipsicéticos tipicos e atipicos, mas nem sempre é abolido (lIssy et al.,
2009). A IPP ocorre naturalmente em humanos e na maioria dos animais
experimentais, mas estd diminuida ou ausente em esquizofrénicos
(Mansbach et al., 1988). Assim, a IPP tem sido sugerida como um (til
endofendtipo em potencial para a esquizofrenia e, por este motivo, foi
avaliada nesta pesquisa.

3.6.1 Esquiva inibitoria

Para analisar a memoria aversiva dos animais (memoria imediata ou
de trabalho, memdria de curto e longo prazo) um teste bastante utilizado
¢ a esquiva inibitdria. Este € baseado na tendéncia inata de roedores em
explorar ambientes novos (lIzquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003;
De Lima et al., 2005). Na esquizofrenia, a disfuncdo cognitiva ndo é
global e generalizada, mas sim especifica e seletiva, incluindo
problemas de atengdo e percepcéo, resolucdo de problemas, déficits na
meméria de trabalho e na memodria de curto e longo prazo (Bégou et al.,
2008). Dessa forma, este teste foi utilizado no presente estudo para
verificar os sintomas cognitivos da esquizofrenia relacionados a
diferentes tipos de memdria aversiva nos animais.

O experimento foi realizado em uma caixa de acrilico, cujo piso é
constituido de barras paralelas de metal, com uma plataforma junto a
parede esquerda do aparelho (Quevedo et al., 1997; Roesler et al.,
2003). O teste comportamental iniciou com uma sessdo denominada
treino, que aconteceu 24 horas ap6s a Ultima administracdo de salina ou
cetamina. O animal foi colocado sobre a plataforma e o tempo que este
levou para descer com as quatro patas nas barras de metal foi anotado
(em segundos) e denominado de laténcia. Ao descer com as quatro patas
nas barras de metal, o animal recebeu um choque de 0,4 mA por 2
segundos (Fig. 9). Cinco segundos apds o treino, o rato foi submetido a
segunda sessdo, denominada como teste, sendo colocado novamente na
plataforma e o tempo em segundos, denominado laténcia (no méaximo
180 segundos) para o animal descer foi registrado, porém, nenhum
choque foi acionado. Esta sessdo avaliou a meméria de trabalho ou
imediata. Uma hora e meia depois, o animal foi submetido ao mesmo
protocolo para avaliagdo da meméria de curta duracéo (lzquierdo et al.,
1998; Bevilaqua et al., 2003). No dia seguinte, 24 horas apds a terceira
sessdo, foi avaliada a memoria de longa duracdo no mesmo animal



73

(Bevilagqua et al., 2003; De Lima et al., 2005). A memoria imediata, de
curto e longo prazo foi considerada preservada quando o animal
apresentou um tempo de laténcia estatisticamente maior nos testes que o
tempo do treino.

Figura 9: Representacdo do equipamento esquiva inibitéria utilizado para
avaliar os sintomas cognitivos relacionados a diferentes tipos de memoria
aversiva nos animais. Fonte: Desenho elaborado pela pesquisadora, 2017.

3.7 ANALISESE BIOQUIMICAS

Os parametros de estresse oxidativo, bem como a analise do marcador
epigenético foram realizados em parceria com o Laboratério de
Neurotoxicologia (Neurotox) da UNESC.

3.7.1 Preparo das amostras cerebrais

Ap6s a eutanasia em guilhotina dos ratos machos (prole adulta), os
cérebros foram removidos e dissecados em cortex frontal e hipocampo
para andlise dos pardmetros de estresse oxidativo e da atividade da
enzima metiltransferase, sendo que para esta Gltima analise, também foi
considerado o estriado. Em geral, as amostras foram dissecadas em
superficie gelada, posteriormente mergulhadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80°C para posteriores analises bioquimicas.
Os tecidos cerebrais foram devidamente preparados de acordo com a
técnica bioquimica a ser realizada.

3.7.2 Parametros de estresse oxidativo
3.7.2.1 Dano lipidico
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Os marcadores de peroxidacdo lipidica, LPO (No. 705003) e 8-1SO
(No. 516351), no cortex frontal e hipocampo foram avaliados por Kit
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — Cayman Chemical
Company, USA), conforme as recomendactes do fabricante. Para
quantificacdo dos niveis de 4-HNE (STA-334-5) também se utilizou Kit
ELISA (Cell Biolabs, Inc. - USA), seguindo as instrugdes do fabricante.

3.7.3.2 Dano proteico

Os marcadores de dano proteico, conteddo de grupos carbonila (STA-
310-5) e 3-NT (STA-305-5), no coértex frontal e hipocampo, foram
determinados através de Kit ELISA (Cell Biolabs, Inc. — USA),
conforme as orientacdes do fabricante.

3.7.2.3Enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes, SOD (No. ab65354) e CAT
(No. ab123456) também foram avaliadas por Kit ELISA (Abcam, USA),
de acordo com as recomendag0es do fabricante.

3.8 PARAMETROS EPIGENETICOS
3.8.1 Extracao nuclear

Primeiramente todas as amostras foram submetidas ao protocolo de
extracdo nuclear através do kit “Nuclear extraction Kit” (Cayman
chemical, USA, N° 10009277) de acordo com as instrucBes do
fabricante. Para isso, as amostras foram pesadas e homogeneizadas com
3ml/g de tecido com tampéo hipoténico contendo fosfatase, inibidores
de protease, ditiotreitol e reagente Nonidet p-40. Apds homogeneizadas
as amostras foram incubadas no gelo por 15 minutos e centrifugadas a
300g durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pelet foi
resuspendido em 500puL de tampéo hipoténico e incubado por mais 15
minutos. As amostras foram entdo centrifugadas as 14000g por 30
segundos e o sobrenadante foi descartado. O pelet foi resuspendido em
tampdo de extracdo contendo inibidores de protease, inibidores de
fosfatase e ditiotreitol. As amostras foram incubadas em gelo durante 30
minutos, com vortex a cada 15 minutos. Ap6s a incubacéo, estas foram
centrifugadas a 14000g durante 10 minutos e o sobrenadante contendo a
fragdo nuclear foi alicotado e armazenado em freezer a -80°C.
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3.8.2 Atividade de metiltransferases no nucleo

A atividade de enzimas metiltransferases foi avaliada através do kit
“Mehyltranferase Fluorimetric Assay Kit” (Cayman chemical, USA, N°
700150) com adaptacdes para extratos nucleares. Nesse protocolo foi
medida a concentracdo de resorufina, produto final dependente da
atividade de metiltransferases dependentes do substrato SAM. Para isso,
5uL de amostras sdo adicionados em cada poco da placa de ensaio, logo
apos, sdo adicionados 100uL de Master Mixture, contendo tampdo, mix
de enzima, mix fluorimétrico e SAM. Imediatamente apds, foi realizada
a leitura cinética fluorimética da placa, a cada minuto, durante 30
minutos, utilizando um comprimento de onda de excitagdo de 535nm e
um comprimento de onda de emissdo de 590nm. Apos foi calculado o
aumento exponencial da concentragdo de resorufina de cada amostra,
com base na curva padrdo. A concentragdo de resorufina por minuto foi
calculada através da seguinte equacao:

RFU/min= RFU(tempo 2) — RFU(tempo 1)
Tempo 2 —Tempo 1
OBS: RFU — Unidade Relativa de Fluorescéncia

O célculo da atividade da metiltransferase foi realizado através da
seguinte equacao:

Atividade de MT (nmol/min/mL)= RFU/min x concentracio daamostra
Curva de resorifina

3.9 DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas foram mensuradas de acordo com o0 método de Lowry et
al. (1951) e a albumina sérica bovina foi utilizada como padréo.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

O teste de normalidade foi realizado por meio de Shapiro-Wilk. Os
resultados dos testes comportamentais, atividade locomotora, interacdo
social e IPP, bem como os achados bioquimicos foram avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, acompanhada do post hoc
de Newman-Keuls, quando F foi significativo, exceto para analise da
atividade da enzima metiltransferase, em que se utilizou o post hoc de
Duncan. O efeito das dietas maternas, salina, cetamina e a interacdo
entre as variaveis (fatores) foi verificado por ANOVA de duas vias.
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Quando ndo houve interacdo entre as varidveis, ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Newman-Keuls ou Duncan (metiltransferase) foi
utilizada para avaliar a diferenca entre os grupos. Os dados foram
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Os resultados
do teste comportamental esquiva inibitoria foram expressos por mediana
e intervalos interquartis e, analisados pelo teste de Wilcoxon para
comparagdes dentro de grupos individuais e, Kruskal-Wallis H para
comparacdes entre 0s grupos. Em todas as analises, valores de p <0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Dois programas
foram utilizados para a realizacdo das analises estatisticas: Statistical
Package for the Social Science (SPSS) e o software Statistica 7.0. Todos
os graficos foram elaborados no programa Graphpad Prism.
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4. RESULTADO

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.1.1 Atividade locomotora

A distancia percorrida pelos animais esti representada na Fig. 10.
ANOVA de duas vias ndo revelou interacdo significativa entre as
varidveis: dietas maternas + salina e cetamina [F(4,95) = 1,48, p = 0,21].
ANOVA de uma via demonstra que houve diferenca entre 0s grupos
[F(9,95) = 20,74, p <0,01]. Foi observado que a cetamina administrada
na prole adulta de maes que receberam dieta controle (grupo cetamina)
induziu hiperlocomogdo nos animais (p <0,01) quando comparado ao
grupo controle (dieta controle+salina), mimetizando o sintoma positivo
da esquizofrenia. A prole adulta tratada com cetamina, cujas maes
receberam dieta deficiente em AF e suplementagdo com AF (5, 10 e 50
mg/kg), apresentou um aumento significativo na atividade locomotora
em relagdo ao grupo controle (p <0,01). Os animais que receberam
cetamina e suas mdaes dieta deficiente em AF (dieta deficiente
AF+cetamina) também  apresentaram  hiperlocomog¢do  quando
comparado ao grupo deficiente (dieta deficiente AF+salina) (p <0,01).
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Figura 10: Representacdo do teste de atividade locomotora na prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram submetidas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas controle suplementadas com
diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestagdo e lactagdo. Os
valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrdo da Média), sendo
considerados significativos valores de p <0,01. N = 9-11). * diferente do grupo
controle (dieta controle+salina); ** diferente do grupo deficiente em AF (dieta
deficiente AF+salina). Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.
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4.1.2 Interacéo social

A cetamina também induz déficits sociais, conforme observado pela
interacdo social no teste de campo aberto (Fig. 11). Na laténcia (Fig.
11A), ANOVA de duas vias ndo demonstrou interacdo entre as
varidveis: dietas maternas + salina e cetamina [F (4,70) = 2,10, p =
0,09]. ANOVA de uma via revelou diferenca significativa na prole
adulta tratada com cetamina, cujas maes foram expostas a deficiéncia de
AF em relacdo ao grupo deficiente em AF (dieta deficiente AF+salina)
(p <0,05), uma vez que houve um aumento no tempo para o primeiro
contato entre os animais. Esse achado parece indicar que a cetamina
contribuiu para um pior desempenho social na prole adulta.

De forma semelhante a laténcia, para o tempo total de contatos sociais
(Fig. 11B), a cetamina néo foi capaz de mimetizar o modelo animal de
esquizofrenia, pois ndo houve alteracdo em ambos pardmetros de
interacdo social. Por outro lado, para o tempo total de contatos, ANOVA
de duas vias revelou interacdo significativa entre as variaveis acima
descritas: [F (4,70) = 4,01, p <0,01). Foi observado que a prole adulta
tratada com cetamina, cujas maes foram suplementadas com AF (50
mg/kg), apresentou um aumento no tempo de contatos sociais quando
comparado ao grupo controle e ao grupo cetamina (p < 0,05).

Para o nimero de contatos (Fig. 11C), ANOVA de duas vias indica
gue houve interacdo entre as variaveis: dietas maternas + salina e
cetamina [F (4,70) = 3,89 p <0,01). Os resultados apontam que os
animais adultos tratados com salina, cujas maes receberam dieta
deficiente em AF e suplementacdo com AF (5 mg/kg), apresentaram um
menor nimero de contatos sociais quando comparado ao grupo controle
(p <0,05). A administracdo de cetamina na prole de maes expostas a
dieta controle (grupo cetamina) foi capaz de diminuir o nimero total de
contatos (p <0,01) e mimetizar um sintoma tipo negativo nos animais,
reproduzindo o modelo de esquizofrenia. A prole adulta tratada com
cetamina, cujas maes receberam dieta deficiente em AF, demonstrou
uma reducdo no ndmero de interacBes sociais quando comparado ao
grupo controle (p <0,01), o que sugere um possivel efeito sinérgico da
deficiéncia materna de AF associada a cetamina na vida tardia dos
animais. Os animais tratados com cetamina, cujas méaes receberam
suplementacdo com AF (10 mg/kg), também apresentaram um menor
nimero de contatos em relagdo ao grupo controle (p <0,01), resultado
provavelmente atribuido a uma acdo predominante da cetamina nestes
animais adultos.
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Figura 11:Pardmetros de interacdo social (painel A = laténcia, painel B =
tempo total de contato e painel C = nimero de contatos sociais) na prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas controle suplementadas com
diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestagdo e lactagdo. Os
valores foram expressos como média + EPM, sendo considerados significativos
valores de p <0,05. N = 8. * diferente do grupo controle (dieta controle+salina);
# diferente do grupo cetamina (dieta controle+cetamina); ** diferente do grupo
deficiente em AF (dieta deficiente AF+salina). Fonte: Dados da pesquisadora,
2017.

4.1.3 Inibicao por pré-pulso do reflexo de sobresalto (IPP)

A Fig. 12 retrata os resultados da fungdo sensério-motora, a partir do
teste IPP, obtidos na prole adulta submetida ao modelo de esquizofrenia.
ANOVA de duas vias demonstrou interacdo significativa entre as
variaveis: dietas maternas, salina + cetamina em duas intensidades
avaliadas no teste: 70dB [F (4,80) = 2,60, p <0,05] e 80dB [F (4,80) =
2,47, p <0,05]. Para 75dB, ANOVA de duas nio revelou interagdo entre
as variaveis acima: [F (4,80) = 1,75, p = 0,14], no entanto, ANOVA de
uma via indica que houve diferenca entre os grupos [F (9,80) = 3,61, p
<0,01]. Verificou-se que a administracdo de cetamina na prole adulta de
maes que receberam dieta controle (grupo cetamina) reduziu o
percentual de IPP quando comparado ao grupo controle para as trés
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intensidades estudadas: 70dB, 75dB e 80dB (p <0,01). Este achado
sugere que a cetamina desencadeou um déficit no perfil sensério-motor
e, consequentemente, um comprometimento cognitivo nos animais
adultos, o que confirma a indu¢do do modelo de esquizofrenia.

A prole adulta tratada com salina, cujas maes receberam diferentes
doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg), demonstrou um aumento no percentual
de IPP para as trés intensidades avaliadas: 70dB (p <0,01), 75dB (p
<0,01) e 80dB (p <0,05) quando comparado a0 grupo cetamina,
indicando que a suplementacdo de AF nas maes refletiu no bom
desempenho cognitivo na vida adulta da prole. Os animais que
receberam cetamina e suas maes AF (5, 10 e 50 mg/kg) demonstraram
uma boa performance cognitiva neste teste, entretanto, ndo houve
diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle e cetamina.
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Figura 12: Efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta controle e dietas
controle suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante
a gestacdo e lactacdo na funcdo sensério-motora, a partir do teste de IPP, na
prole adulta submetida ao modelo animal de esquizofrenia. Os valores foram
expressos como média + EPM, sendo considerados significativos valores de p
<0,05. N = 8-10. * diferente do grupo controle (dieta controle+salina); #
diferente do grupo cetamina (dieta controle+cetamina). Fonte: Dados da
pesquisadora, 2017.

4.1.4 Esquiva inibitéria

Os resultados referentes ao efeito das dietas maternas e da
administracdo de salina ou cetamina na prole adulta sobre a meméria
aversiva dos animais foi obtido através do teste esquiva inibitoria e estdo
representados na Fig. 13. Foi verificado que todos os grupos, com
excecdo do grupo cetamina (dieta controle+cetamina) apresentaram
diferenca significativa nas memarias de curto e longo prazo em relacédo
ao treino (p <0,05). A prole adulta tratada com salina, cujas maes foram
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expostas a dieta controle (grupo controle) (p = 0,058), a suplementacédo
com AF (50 mg/kg) (p = 0,259), bem como os animais adultos que
receberam cetamina e suas maes dieta deficiente em AF (p = 0,063),
dieta suplementada com AF (10 mg/kg) (p = 0,074) e AF (50 mg/kg) (p
= 0,058), apresentaram um déficit na meméria de trabalho (imediata).
Vale ressaltar que a administracdo de cetamina na prole adulta de mées
expostas a dieta controle reduziu significativamente o tempo de laténcia
nas memorias de curto e longo prazo dos animais (p <0,05) quando
comparado ao grupo controle, confirmando que houve um
comprometimento na memoria aversiva dos animais do grupo cetamina.
A suplementacdo materna de AF (5, 10 e 50 mg/kg) apresentou um
possivel efeito duradouro na prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia, ao prevenir os déficits na memoria de curta e longa
duracdo nestes animais.
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Figura 13: Efeito das dietas maternas, deficiente em AF, dieta controle e dietas
controle suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante
a gestacdo e lactacdo na memoria aversiva obtida através do teste esquiva
inibitoria, na prole adulta submetida ao modelo animal de esquizofrenia. Os
valores foram expressos por mediana e intervalos interquartis e, analisados pelo
teste de Wilcoxon para comparagdes dentro de grupos individuais e, Kruskal-
Wallis H para comparacdes entre os grupos. Foram considerados significativos
valores de p <0,05. N = 8-10. * comparado ao treino do respectivo grupo; #
comparado ao mesmo tipo de meméria (curto e longo prazo) em relagédo ao
grupo controle (dieta controle+salina). Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.

4.2 ANALISES BIOQUIMICAS
4.2.1 Parametros de peroxidacéo lipidica

Os marcadores de dano lipidico no cortex frontal e hipocampo,
respectivamente, da prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia, cujas maes foram expostas a dieta deficiente em AF, dieta
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controle e dietas controle suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg) sdo
apresentados na Fig. 14: LPO (Fig. 14A e 14B); 4-HNE (Fig. 14C e
14D) e 8-1SO (Fig. 14E e 14F). ANOVA de duas vias revelou interagdo
significativa entre variaveis: dietas maternas + salina e cetamina apenas
para o LPO no cortex frontal [F = (4,40) = 38,31, p < 0,01]. Para os
marcadores 4-HNE e 8-1SO, ANOVA de duas vias demonstra que nédo
houve interacdo entre as variaveis acima: [F (4,40) =2,29, p=0,07] e [F
(4,40) = 2,33, p = 0,07], respectivamente. Assim, ANOVA de uma via
apontou diferenca significativa entre os grupos para os marcadores 4-
HNE [F (9,40) = 27,19, p <0,01] e 8-ISO [F (9,40) = 56,82, p <0,01].

Os achados ilustram no cortex frontal que a dieta materna deficiente
em AF associada a salina na prole adulta (dieta deficiente AF+salina)
aumentou todos os marcadores de peroxidacao lipidica avaliados: LPO
(Fig. 14A); 4-HNE (Fig. 14C) e 8-1SO (Fig. 14E) quando comparado ao
grupo controle (p <0,01). A cetamina administrada nos animais adultos,
cujas mades receberam dieta controle (grupo cetamina), aumentou
significativamente os niveis de LPO, 4-HNE e 8-ISO na prole em
relacdo ao grupo controle (p < 0,01), o que indica que a cetamina
induziu peroxidacdo lipidica, comprovando seu efeito sobre as
alteragdes bioquimicas na prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia. No cortex frontal, a dieta materna deficiente em AF
associada a cetamina nos animais adultos também aumentou os niveis
de LPO, 4-HNE e 8-1SO quando comparado ao grupo controle (p
<0,01). No entanto, apenas para o marcador LPO, a prole adulta tratada
com cetamina, cujas mdes foram expostas a deficiéncia de AF,
apresentou niveis reduzidos de LPO em relagdo ao grupo cetamina (p
<0,01). A deficiéncia materna de AF combinada a cetamina nos animais
adultos aumentou os niveis de 4-HNE e 8-1SO em relagdo ao grupo
cetamina (p <0,01) e ao grupo deficiente em AF (p <0,01).

Convém salientar que a prole adulta tratada com salina, cujas maes
receberam AF (5, 10 e 50 mg/kg), apresentou niveis de LPO, 4-HNE e
8-1SO semelhantes aos do grupo controle, o que sugere um efeito
protetor persistente do AF na vida tardia da prole. No cortex frontal,
somente a suplementacdo materna de AF (50 mg/kg) associada a salina
na prole adulta foi capaz de reduzir os niveis de 8-1SO (Fig. 14E)
quando comparado ao grupo controle (p <0,01). Para o marcador LPO
(Fig. 14A), foi observado que a administragdo de cetamina nos animais
adultos associada a suplementacdo materna de AF (5 mg/kg) induziu
dano lipidico em relagdo ao grupo controle (p <0,01). Por outro lado, a
suplementagcdo com AF (5, 10 e 50 mg/kg) associada & cetamina na
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prole adulta reduziu significativamente os niveis de LPO em relacéo ao
grupo cetamina (p <0,01).

Em relacdo aos niveis de 4-HNE no cortex frontal (Fig. 14C), a
administracdo de cetamina na prole de mées suplementadas com AF (5 e
10 mg/kg) aumentou os niveis de peroxidacdo lipidica quando
comparado ao grupo controle (p <0,01). Em contrapartida, a
suplementacdo materna de AF (50 mg/kg) associada a cetamina nos
animais adultos foi capaz de reduzir significativamente os niveis de 4-
HNE quando comparado ao grupo cetamina (p <0,01), o que sugere para
este marcador bioguimico, que apenas a suplementacdo de AF na dose
mais elevada foi capaz de prevenir o efeito da cetamina na prole adulta
induzida ao modelo de esquizofrenia.

Para o marcador 8-1SO (Fig. 14E), no cortex frontal, foi observado
gue a administracdo de cetamina na prole adulta de méaes suplementadas
com AF (5 mg/kg) aumentou o dano lipidico em relacdo ao grupo
controle (p <0,01). Em contrapartida, a suplementagdo com AF (10 e 50
mg/kg) associada & cetamina nos animais adultos foi capaz de reduzir os
niveis de 8-ISO em relagdo ao grupo cetamina (p <0,01), sugerindo um
efeito neuroprotetor persistente do AF na vida adulta da prole induzida
ao modelo de esquizofrenia.

No hipocampo (Fig. 14B, 14D e 14F), ANOVA de duas vias ndo
revelou interacdo entre as variaveis: dietas maternas + salina e cetamina
para os trés marcadores de dano lipidico analisados: LPO [F = (4,40) =
0,16, p = 0,95]; 4-HNE [F = (4,40) = 1,45, p = 0,23] e 8-1SO [F = (4,40)
= 0,76, p = 0,55], respectivamente, e também ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos para estes marcadores
bioguimicos.
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Figura 14: Pardmetros de peroxidacdo lipidica: LPO (painel A = cértex frontal,
painel B = hipocampo); 4-HNE (painel C = cortex frontal, painel D =
hipocampo) e 8-1SO (painel E = cortex frontal, painel F = hipocampo) na prole
adulta submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas mdes foram
expostas a dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas controle
suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a
gestacdo e lactacdo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo
considerados significativos valores de p <0,01. N = 5. * diferente do grupo
controle (dieta controle+salina); # diferente do grupo cetamina (dieta
controle+cetamina); ** diferente do grupo deficiente em AF (dieta deficiente
AF+salina). Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.

4.2.2 Parametros de dano oxidativo a proteinas

Os marcadores de dano proteico, conteido de grupos carbonila
(proteinas carboniladas) e 3-NT, sdo apresentados na Fig. 15,
respectivamente, no cértex frontal (Fig. 15A e 15C) e hipocampo (Fig.
15B e 15D), da prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia, cujas maes foram expostas a dieta deficiente em AF, dieta
controle e dietas controle suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg)
durante a gestacéo e lactacdo. ANOVA de duas vias revelou interacdo



85

entre as variaveis: dietas maternas + salina e cetamina apenas para o0
conteido de grupos carbonila no cortex frontal: [F = (4,40) = 29,29, p
<0,01] (Fig. 15A).

A deficiéncia materna de AF associada a salina na prole adulta foi
capaz de aumentar o contetdo de proteinas carboniladas em relacdo ao
grupo controle (p <0,01). Do mesmo modo, a dieta deficiente em AF nas
médes combinada a cetamina na prole adulta aumentou a carbonilacéo de
proteinas nestes animais quando comparado ao grupo deficiente em AF,
grupo controle e grupo cetamina (p <0,01), o que indica que a
insuficiéncia de AF durante a fase gestacional contribuiu para o dano
proteico na vida adulta da prole. Os animais adultos tratados com
cetamina, cujas mdes receberam dieta controle (grupo cetamina),
demonstraram niveis aumentados do contetdo de grupos carbonila em
relagdo ao grupo controle (p <0,01), o que comprova o efeito da
cetamina sobre o dano proteico no modelo de esquizofrenia. A cetamina
administrada nos animais adultos, cujas mées receberam suplementagdo
de AF (5 mgkg) (p <0,01) e AF (10 mg/kg) (p <0,05), parece ter
contribuido para o aumento da carbonilacdo de proteinas nos animais
guando comparado ao grupo controle. Por outro lado, a suplementacdo
materna de AF (10 e 50 mg/kg) associada a cetamina na prole adulta
reduziu o dano proteico em relagdo ao grupo cetamina (p <0,01).

No hipocampo (Fig. 15B), para o conteldo de grupos carbonila,
ANOVA de duas vias aponta que nao houve interacdo significativa entre
as variaveis: dietas maternas + salina e cetamina: [F (4,40) = 0,76, p =
0,55] e também ndo foi observada qualquer diferenca significativa entre
0s grupos. Da mesma forma, para 0 marcador 3-NT, no cértex frontal e
hipocampo (Fig. 15C e 15D), ANOVA de duas vias ndo indicou
interacdo entre as variaveis acima: [F = (4,40) = 0,24, p =0,91] e [F =
(4,40) = 0,15, p = 0,96], respectivamente. ANOVA de uma via foi
utilizada para verificar diferengas estatisticas e revelou que ndo houve
diferenca entre 0s grupos para este marcador bioquimico.
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Figura 15: Pardmetros de dano proteico: contetido de grupos carbonila (painel
A = cortex frontal, painel B = hipocampo) e 3-NT (painel C = cortex frontal,
painel D = hipocampo) na prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia, cujas mées foram expostas a dieta deficiente em AF, dieta
controle e dietas controle suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50
mg/kg) durante a gestagdo e lactacdo. Os valores foram expressos como média
+ EPM, sendo considerados significativos valores de p <0,01. N = 5. * diferente
do grupo controle (dieta controle+salina); # diferente do grupo cetamina (dieta
controle+cetamina); ** diferente do grupo deficiente em AF (dieta deficiente

AF+salina). Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.

4.2.3 Atividade das enzimas antioxidantes

No presente estudo também foi avaliada a atividade das enzimas
antioxidantes, SOD (Fig. 16A e 16B) e CAT (Fig. 16C e 16D), no
cortex frontal e hipocampo, respectivamente, da prole adulta submetida
ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a dieta
deficiente em AF, dieta controle e dietas controle suplementadas com
AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestacdo e lactagdo. ANOVA de duas
vias revela que houve interacdo significativa entre as variaveis: dietas
maternas + salina e cetamina para ambas as enzimas, SOD e CAT
respectivamente, no cortex frontal: [F = (4,40) = 15,53, p <0,01] e [F =
(4,40) = 22,74, p <0,01] e no hipocampo: [F = (4,40) = 30,12, p <0,01] e

[F = (4,40) = 18,00, p <0,01].

No cértex frontal e hipocampo, os resultados apontam que a
deficiéncia materna de AF associada a salina e cetamina na prole adulta
aumentou a atividade das enzimas SOD e CAT quando comparado ao
grupo controle (p <0,01). Em adigdo, foi verificado apenas no coértex
frontal (Fig. 16A) que a prole adulta tratada com cetamina, cujas mées
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receberam dieta deficiente em AF, apresentou uma atividade aumentada
da SOD em relagdo ao grupo deficiente (p <0,01). Observou-Se ainda
gue, em ambas as estruturas cerebrais, os animais adultos tratados com
cetamina, cujas maes receberam dieta deficiente em AF, dieta controle e
dietas controle suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg), apresentaram
um aumento significativo na atividade da SOD e CAT quando
comparado ao grupo controle (p <0,01).
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Figura 16: Atividade das enzimas antioxidantes: SOD (painel A = cortex
frontal, painel B = hipocampo) e CAT (painel C = cdrtex frontal, painel D =
hipocampo) na prole adulta submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas
mées foram expostas & dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas controle
suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a
gestacdo e lactagdo. Os valores foram expressos como média + EPM, sendo
considerados significativos valores de p <0,01. N = 5. * diferente do grupo
controle (dieta controle+salina); ** diferente do grupo deficiente em AF (dieta
deficiente AF+salina). Fonte: Dados da pesquisadora, 2017.

4.3 PARAMETROS EPIGENETICOS
4.3.1 Atividade da enzima metiltransferase

A presente pesquisa avaliou também a atividade da enzima
metiltransferase (Fig. 17), em extratos nucleares das estruturas
cerebrais: cortex frontal (Fig. 17A), hipocampo (Fig. 17B) e estriado
(Fig. 17C) da prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia, cujas maes foram expostas a dieta deficiente em AF, dieta
controle e dietas controle suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg)
durante a gestacdo e lactacdo. ANOVA de duas vias revelou interagéo
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significativa entre as variaveis: dietas maternas + salina e cetamina, no
cortex frontal: [F = (4,31) = 2,78, p <0,05] e no estriado: [F = (4,31) =
2,91, p <0,05]. No hipocampo, ANOVA de duas vias aponta que ndo
houve interacdo entre as variaveis acima citadas: [F (4,31) = 1,25, p =
0,30], porém ANOVA de uma via demonstrou diferencga significativa
entre os grupos [F (9,29) = 4,92, p <0,05].

No cortex-frontal (Fig. 17A), foi observado que a prole adulta tratada
com salina, cujas mées receberam suplementagdo com AF (50 mg/kg),
apresentou um aumento na atividade da metiltransferase em relacéo ao
grupo controle (p <0,05). Os animais adultos tratados com cetamina,
cujas maes foram suplementadas com AF (5 mg/kg) (p <0,05) e AF (50
mg/kg) (p <0,01), demonstraram uma atividade aumentada desta enzima
guando comparado aos grupos controle e cetamina. No hipocampo (Fig.
17B), de modo similar, foi observado um aumento na atividade da
metiltransferase em ambos os animais adultos administrados com salina
(p <0,05) e cetamina (p <0,01), no entanto, suas mdes foram expostas a
suplementacdo com AF (10 mg/kg) durante a fase gestacional. No
cortex frontal e hipocampo, tanto a deficiéncia materna de AF quanto a
cetamina na vida adulta da prole (modelo animal de esquizofrenia)
parece ndo ter afetado a metilacdo, uma vez que ambos os fatores ndo
foram capazes de alterar a atividade da enzima metiltransferase.

No estriado (Fig. 17C), entretanto, a prole adulta tratada com
cetamina, cujas maes receberam dieta deficiente em AF (p <0,05), dieta
controle (grupo cetamina) (p <0,01) e dieta suplementada com AF (5
mg/kg) (p <0,05), apresentou uma redugdo significativa na atividade da
enzima metiltransferase quando comparado ao grupo controle. Nesta
estrutura cerebral, a cetamina parece ter apresentado um efeito
predominante na vida adulta dos animais, uma vez que isolada (grupo
cetamina) reduziu a atividade da metiltranferase. Entretanto, a
suplementacdo materna de AF (50 mg/kg) associada a cetamina nos
animais adultos aumentou a atividade da enzima metiltransferase no
estriado, indicando que o AF materno apresentou uma provavél acdo
duradoura na prole adulta, sendo capaz de alterar este marcador
epigenético envolvido na metilagdo do DNA.
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Figura 17: Atividade da enzima metiltransferase (painel A = cdrtex frontal,
painel B = hipocampo, painel C = estriado) na prole adulta submetida ao
modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a dieta deficiente
em AF, dieta controle e dietas controle suplementadas com diferentes doses de
AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestacdo e lactacdo. Os valores foram
expressos como média + EPM, sendo considerados significativos valores de p
<0,05. N = 5. * diferente do grupo controle (dieta controle+salina); # diferente
do grupo cetamina (dieta controle+cetamina). Fonte: Dados da pesquisadora,
2017.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo aponta que a cetamina induziu o modelo animal de
esquizofrenia, mimetizando os sintomas positivos (hiperlocomogéo) e
negativos (reducdo de contatos sociais), além de prejuizos cognitivos
(déficit na IPP e dano na memoria aversiva) na prole adulta, cujas maes
foram expostas a dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas controle
suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestacdo e
lactaco. E sabido que os sintomas positivos e negativos, bem como o
prejuizo cognitivo induzido pela cetamina sdo atribuidos, em especial,
ao bloqueio dos receptores NMDA (Balla et al., 2009; Chatterjee et al.,
2012). Este bloqueio, localizado nos neurénios inibitorios GABAérgicos
das regides limbica e subcortical do cérebro, produz um aumento da
atividade neuronal no circuito limbico-estriatal, devido aumento da
liberacdo de glutamato e dopamina, sendo este evento relacionado aos
sintomas positivos da esquizofrenia. Ademais, o bloqueio dos receptores
NMDA na ATV induz uma menor liberacdo de dopamina no cortex pré-
frontal, pois a producdo basal de neurdnios dopaminérgicos que se
projetam para essa regido esta sob o controle excitatorio dos receptores
glutamatérgicos NMDA e receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) na ATV, bem como dos receptores AMPA
no cortex pré-frontal, sendo portanto, esse bloqueio parcialmente
responsavel pelos sintomas negativos e cognitivos do transtorno
(Chatterjee et al., 2012).

Com base nisso, a administracdo repetida de cetamina é considerada
um bom modelo farmacolégico para inducdo de sintomas tipo
esquizofrenia, pois apresenta validade de face, constructo e preditiva
comprovada (Reddy e Yao, 1996; De Oliveira et al., 2009; Chindo et.
al., 2012). Neste contexto, Zugno et al. (2017) e Canever et al. (2017)
sugerem a hipotese de que insultos precoces durante o periodo pré-natal,
tais como tabagismo ou deficiéncia de AF maternos, podem interferir
com o sistema glutamatérgico, levando a uma sensibilidade importante
aos efeitos da cetamina na vida tardia da prole. De fato, Zugno et al.
(2017) observaram que animais adultos tratados com cetamina, cujas
maes foram expostas & fumaga de cigarro durante a gravidez,
apresentaram hiperlocomogdo e tempo de laténcia aumentado para
iniciar o contato quando comparado ao grupo controle. Tais achados, ao
menos em parte, estdo em concordancia com os resultados da atual
pesquisa, uma vez que a dieta materna deficiente em AF associada a
cetamina na prole adulta foi capaz de aumentar a atividade locomotora,
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o tempo de laténcia para o primeiro contato social e reduzir o nimero de
interacbes entre os animais. Em conjunto, estes dados reforcam que
tanto a exposicdo ao tabagismo como a deficiéncia nutricional no
periodo de gestagdo pode afetar o comportamento na idade adulta da
prole submetida ao modelo de esquizofrenia, confirmando a hipdtese
acima. Tudo isso também comprova que a presenca de um fator
estressor durante a fase gestacional pode levar a alteragbes no
neurodesenvolvimento dos animais que persistem ao longo da vida,
contribuindo para a fisiopatologia deste transtorno (Krebs et al., 2009).

A administracdo de cetamina na prole adulta de maes suplementadas
com AF (5, 10 e 50 mg/kg) induziu hiperatividade, a qual ndo foi
prevenida pelo AF materno, o que indica que o efeito da cetamina
prevaleceu na vida adulta dos animais, provavelmente devido a
hipofuncdo do receptor NMDA e uma interacdo entre os sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico (Zugno et al., 2017).

Além disso, devido ao bloqueio do influxo de Ca2+, os antagonistas
do receptor NMDA em roedores induzem dificuldades de interacdo
social que se assemelham aos sintomas negativos da esquizofrenia em
humanos (Becker e Grecksch, 2004). Estudo confirma que a cetamina
induziu isolamento social em humanos (Micallef et al., 2003) e, do
mesmo modo na presente pesquisa, foi verificado um comportamento
semelhante ao déficit social, evidenciado pela reducdo do nimero de
contatos entre os animais. De forma similar, Gama et al. (2012) e Zugno
et al. (2013a; 2016; 2017) observaram que administragdo de cetamina
mimetizou o prejuizo social em ratos, corroborando as alterac@es sociais
encontradas em pacientes esquizofrénicos (Neill et al., 2010).

Conforme ja relatado, a dieta materna deficiente em AF associada a
cetamina na prole adulta aumentou o tempo de laténcia e diminuiu o
nimero de contatos entre 0s animais, sugerindo que a combinagdo de
ambos fatores (deficiéncia materna de AF e cetamina) foi capaz de
impactar expressivamente no comportamento social dos animais
induzidos ao modelo de esquizofrenia. Com efeito, Gunawardana et al.
(2011) apontam que a deficiéncia pré-natal de AF caracteriza-se como
um fator de risco para a esquizofrenia na idade jovem-adulta dos filhos.
Assim, a dieta materna equilibrada em micronutrientes desempenha um
papel crucial na prevencdo de transtornos psiquiatricos na prole por
influenciar o desenvolvimento do cérebro (Peleg-Raibstein et al., 2012;
Van Abeelen et al., 2012). Em adic¢do, a presente pesquisa verificou que
0s animais adultos tratados com cetamina, cujas maes foram
suplementadas com AF (10 mg/kg), apresentaram uma reducdo no
nimero de interacdes sociais, possivelmente devido a acédo
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predominante da cetamina na vida tardia da prole, uma vez que quando
isolado (grupo cetamina), este farmaco foi capaz de reduzir o nimero de
contatos entre os animais.

Neste estudo atual, a prole adulta tratada com cetamina cujas mées
receberam suplementacdo com AF (50 mg/kg) apresentou um aumento
no tempo de contato social, 0 que pode ser atribuido a uma possivel
acdo persistente do AF na dose mais elevada nestes animais. De fato,
achados evidenciam a importdncia da nutricio materna na fase
neurodesenvolvimental, uma vez que o AF age diretamente no
metabolismo de 1C e é essencial para a transcrigdo génica, metabolismo
da Hcy e sintese de neurotransmissores (Krebs et al., 2009; Hill et al.,
2011).

Gunawardana et al. (2011) reforcam que niveis maternos diminuidos
de AF estdo relacionados ao aumento de Hcy, a qual é neurotdxica em
altas concentragbes. A Hcy pode ser considerada um marcador dos
niveis de AF, sendo capaz de alterar o neurodesenvolvimento por
induzir estresse oxidativo e interagir com receptores NMDA,
consequentemente, levando a hipofuncdo destes receptores
glutamatérgicos, os quais estdo diretamente envolvidos na patogénese da
esquizofrenia (Goff e Coyle, 2001; Brown et al., 2007). Assim, estudo
de coorte conduzido na Califérnia com criangas nascidas entre 1959 e
1967 mostrou que a hiperhomocisteinemia (HHcy) materna durante o
terceiro trimestre da gestacdo estd associada ao maior risco de
esquizofrenia nos filhos, confirmando a relacdo entre AF, Hcy e este
transtorno (Brown et al., 2007; Xu et al. 2009). Tal associacdo também
foi observada na pesquisa realizada recentemente por Canever et al.
(2017), corroborando as informag6es acima.

Canever et al. (2017) demonstraram que a dieta deficiente em AF
durante a gestacdo e lactacdo causou prejuizos na memdria espacial,
avaliada através do teste Y maze nas ratas mades, além de aumentar
significativamente os niveis plasmaticos maternos de Hcy. E sabido que
a deficiéncia de AF afeta a sintese, 0 reparo e a metilacdo do DNA e
pode alterar a expressdo de genes que regulam o neurodesenvolvimento,
além de causar alteracdes na fluidez da membrana neuronal,
comprometer a funclo sindptica e a sintese de neurotransmissores,
inclusive de dopamina, podendo contribuir para a etiologia da
esquizofrenia na prole (Gunawardana et al. 2011; Keenan et al., 2013).
Em contrapartida, Canever et al. (2017) observaram que a
suplementacdo materna com AF (5 e 10 mg/kg) preveniu o
comprometimento cognitivo e o AF (5, 10 e 50 mg/kg) normalizou os
niveis de Hcy nestas mées, confirmando o efeito protetor do AF
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materno. Devido as inimeras funcdes desta vitamina, Brocardo et al.
(2008a) e Budni et al. (2012) ilustram o papel do AF na prevencdo da
morte e excitotoxicidade neuronal, o que pode explicar a acdo
neuroprotetora do AF nas mées.

Dando continuidade a pesquisa acima, esta tese também avaliou 0s
pardmetros cognitivos na prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia, cujas maes foram expostas a dieta deficiente em AF, dieta
controle e dietas controle suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg)
durante a gestacao e lactagdo. Esta bem consolidado que em roedores, 0
bloqueio repetido do receptor NMDA induz déficits na IPP (Mansbach
et al., 1988) e na meméria (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003;
De Lima et al., 2005), os quais se assemelham aos sintomas cognitivos
da esquizofrenia em humanos. De fato, Zugno et al. (2017) verificaram
gue a prole adulta tratada com cetamina, cujas maes foram expostas a
fumaga de cigarro durante a gravidez, demonstrou comprometimento na
memoria de trabalho, memdria de curto e longo prazo, bem como déficit
no perfil sensério-motor, confirmando a validade da cetamina e 0s
efeitos do estresse pré-natal na vida tardia da prole.

Diante disso, a funglo sensorio-motora foi avaliada neste trabalho
através do teste IPP que tem sido considerado um bom instrumento para
avaliar o perfil cognitivo (Isolan et al., 2007). E sabido que essa fungo
esta severamente comprometida na esquizofrenia, ou seja, ha um déficit
do processamento da informacdo nos pacientes esquizofrénicos (Laurent
et al, 1999). A IPP ¢ classificada como um endofenétipo
neurofisiolégico (Greenwood et al., 2007) e o déficit da IPP esta
relacionado a alguns sintomas deste transtorno, como alteracGes de
pensamento e distracdo (Turetsky et al., 2007). Adicionalmente, as
estruturas corticais e limbicas, como cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado, estdo diretamente envolvidas com o controle das fungdes
sensério-motoras (Swerdlow et al., 2001), portanto, o teste de IPP tem
como objetivo avaliar o controle desempenhado por estas estruturas
sobre o sistema de filtro sensdrio-motor ou detectar déficits neste
processo. O mecanismo de filtro parece preservar o sistema nervoso de
um elevado nimero de informagdes (Weiss e Feldon, 2001).

Levando em consideracdo que estas estruturas cerebrais estdo
alteradas na esquizofrenia (Swerdlow e Geyer, 1998) e que este
transtorno desencadeia dano intelectual e prejuizo de meméria, atencao
e execucdo em humanos (Weickert et al., 2000), o presente estudo
verificou que a cetamina administrada na prole adulta reproduziu o dano
cognitivo ao reduzir o percentual de IPP nos animais submetidos ao
modelo de esquizofrenia. Farber et al. (1995) reportam que a cetamina
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induz dano e morte neuronal em regides coértico-limbicas de ratos
adultos. Ademais, evidéncias suportam que as alteracdes
comportamentais produzidas por esta substancia sdo, em parte,
vinculadas ao bloqueio de receptores NMDA em interneurdnios
GABAEérgicos, desencadeando uma desinibicdo da atividade neuronal
nas estruturas do sistema limbico, como o cértex pré-frontal, e a
demasiada liberacdo de glutamato e dopamina nessas regides cerebrais
(Moghddam et al., 1997; Lorrain et al., 2003; Razoux et al., 2007).
Mohn et al. (1999), inclusive, mostraram a reducdo de receptores
NMDAR1 (NR1) em ratos geneticamente modificados e o consequente
déficit social e cognitivo. Similarmente, Chatterjee et al. (2011) e Zugno
et al. (2014) verificaram que a administracdo de cetamina levou ao
comprometimento cognitivo em ratos, mesmo apdés a suspensdo do
tratamento.

Na presente pesquisa também foi observado que a prole adulta tratada
com salina, cujas mées receberam diferentes doses de AF (5, 10 e 50
mg/kg), apresentou um aumento no percentual de IPP, o que sugere que
0 AF materno refletiu no bom desempenho cognitivo dos animais
adultos. Em desacordo a estes achados, Wald et al. (2010) néo
verificaram efeito protetor do AF, na presenca ou auséncia de outras
vitaminas do complexo B, sobre a funcdo cognitiva. Todavia, Sable et
al. (2011) enfatizam que os beneficios do AF apenas podem ser
observados na presenca de vitamina B12 e relatam que o desequilibrio
nutricional materno leva ao estresse oxidativo, o que pode influenciar os
processos neuronais no feto e contribuir para os transtornos
neurodesenvolvimentais na prole. Portanto, os resultados deste estudo
apontam que a administracdo de cetamina comprometeu o perfil
sensorio-motor na prole adulta. Porém, nos animais tratados com
cetamina, cujas mées foram suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg),
esta vitamina ndo melhorou significativamente o perfil cognitivo, mas
foi capaz de impedir o possivel efeito predominante da cetamina na vida
tardia da prole, prevenindo assim o dano na IPP nestes animais. Estes
dados evidenciam que o AF suplementado durante a fase gestacional
parece ter desempenhado um efeito protetor neste pardmetro cognitivo
na vida adulta da prole e sdo consistentes, pelo menos em parte, as
observagfes de Wang et al. (2017), as quais referem uma melhora no
reflexo sensério-motor de animais que foram avaliados na infancia,
cujas maes foram suplementadas com AF (3,5 mg/kg) durante a
gestacdo.

Wang et al. (2017) em seu estudo, focaram na andlise do periodo de
suplementacdo de AF (fase periconcepcional; apenas durante o
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acasalamento; fase gestacional), a fim de verificar qual periodo foi
capaz de levar ao melhor desenvolvimento comportamental da prole.
Observaram, portanto, que a prole de maes suplementadas com AF
durante a gravidez apresentou melhor desempenho cognitivo (perfil
sensorio-motor na infancia e capacidade de memoria espacial na
adolescéncia e vida adulta) do que a prole de maes cuja suplementagdo
foi limitada ao periodo periconcepcional. Tudo isso confirma os efeitos
protetores do AF materno durante a gestacdo na salde mental da prole
(McGarel et al., 2015) e ainda contribui para explicar o motivo pelo qual
a pesquisa atual optou por oferecer as ratas mées, a dieta deficiente ou
suplementada com AF durante a fase neurodesenvolvimental (gestacdo e
lactacdo). No mais, a suplementacdo de AF em mulheres gravidas
geralmente € interrompida apds o primeiro trimestre de gestagdo, porém
no terceiro trimestre pode haver um aumento nos niveis de Hcy, em
especial nas mulheres que ndo estdo suplementando o AF (Brown et al.,
2007), justamente porque neste periodo final de gravidez hd um
aumento drastico nas necessidades de micro e macronutrientes do
organismo, tanto para a manutenc¢éo da salde e bem-estar da mée, como
para 0 adequado desenvolvimento fetal (Darnton-Hill e Mkparu, 2015),
0 que também justifica o desenho experimental deste estudo.

Diante disso, Wang et al. (2017) tentam elucidar os mecanismos
responsaveis pela aparente superioridade da suplementacdo continua de
AF durante a gravidez no comportamento da prole. O primeiro
mecanismo esta relacionado ao fato de que o AF tem efeitos benéficos
persistentes no desenvolvimento do cérebro, inclusive apds o
fechamento do tubo neural, uma vez que em torno do 11° dia gestacional
em ratos, 0 SNC comeca a formar neuroepitélio e, em seguida, a por¢édo
caudal do tubo neural da origem a medula espinhal (Dwyer et al., 2009)
e as regides cerebrais (cortex, hipocampo, estriado) mediante rapidos
processos de morfogénese e sinaptogénese que acontecem no feto ao
final do periodo gestacional e na fase p6s-natal precoce (McGarel et al.,
2015). O segundo mecanismo sugere que a suplementacdo de AF apenas
no periodo periconcepcional pode contribuir para uma mudancga
persistente no fendtipo, levando a lesfes cerebrais na prole se 0s niveis
maternos de AF ndo forem mantidos adequados durante toda gestagédo
(Burdge e Lillycrop, 2014). Por exemplo, Wang et al. (2017)
verificaram que a concentracdo materna de AF nas maes que receberam
suplementacdo durante 10 dias consecutivos a partir do acasalamento,
diminuiu quando a suplementacdo cessou, 0 que pode ter gerado uma
deficiéncia no fornecimento de AF para o feto, o qual ja tinha se
adaptado a um maior aporte desta vitamina.
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A presente tese avaliou ainda a meméria aversiva na prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram
expostas as dietas deficiente e suplementadas com AF durante a
gestacdo e lactagdo. Nesta perspectiva, foi observado que a cetamina
induziu déficits na memdria de curto e longo prazo nos animais, sendo
capaz de mimetizar alteragbes cognitivas no modelo de esquizofrenia.
Tais achados estdo em concordancia aos resultados de Enomoto e
Floresco (2009), Gama et al. (2012) e Zugno et al. (2017), os quais
demonstraram um comprometimento na memoria aversiva dos animais,
comprovando que a cetamina é capaz de causar prejuizos cognitivos
associados a perda de memoria e percepcdo do animal (Kidd, 2007).

Esta bem consolidado na literatura que os micronutrientes maternos
(AF e vitamina B12) desempenham um papel critico no
desenvolvimento cerebral do feto e na salde cognitiva da prole (Blaise
et al., 2007; Gueant et al., 2013). Desta forma, o estresse pré-natal,
inclusive a deficiéncia materna de AF, se caracteriza como um fator
etiolégico para a esquizofrenia (Jadavji et al., 2015), a medida em que
pode influenciar mudangas neurodesenvolvimentais no cortex pré-
frontal que se manifestam como alteragdes cognitivas ou neuroquimicas,
conforme observado em pacientes esquizofrénicos (Negron-Oyarzo et
al., 2016). Esta regido cerebral é considerada a principal area envolvida
no controle executivo (Fuster, 2001; Miller e Cohen, 2001). Estudos
clinicos demonstram que fatores estressores durante a gravidez podem
afetar as fungdes cognitivas nos filhos, tais como a memdria de trabalho,
controle da ansiedade e estratégias de aprendizagem (Schwabe et al.,
2004; Mennes et al., 2006; Entringer et al., 2009; Buss et al., 2011). Do
mesmo modo, pesquisas em roedores indicam que 0 estresse materno
altera a cognicdo dependente do cortex limbico na prole adulta
(Weinstock, 2008; Richetto e Riva, 2014), o que pode estar relacionado
a patogénese da esquizofrenia (Moore et al., 2011; Levine et al., 2014).
Nesta fase de desenvolvimento neurofisiologico, condicdes estressoras
pré-natais, sdo capaz de afetar a sincronizacdo neuronal entre o cortex
pré-frontal e o hipocampo, impactando na consolidacdo de memdrias
(Nieuwenhuis e Takashima, 2010; Richetto e Riva, 2014), uma vez que
estas regides sdo criticas para este processo (Antunes e Biala, 2012).

No presente estudo, ao contrario do esperado, a dieta materna
deficiente em AF durante a gestacdo e lactagdo, independentemente do
tratamento com salina ou cetamina na prole adulta, ndo alterou os
parametros cognitivos avaliados (IPP e memoria aversiva) nos animais,
contrastando os dados acima da literatura. Diferentemente dos
resultados observados nesta tese, Wang et al. (2017) verificaram que a
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deficiéncia de AF durante a gestacdo levou ao atraso no
desenvolvimento do reflexo sensério-motor na infancia e comprometeu
a capacidade de aprendizagem e meméria na adolescéncia e idade adulta
da prole. Estes dados foram explicados pelo fato do aporte insuficiente
de AF interferir no metabolismo de 1C, uma vez que 0s niveis
plasmaticos de Hcy nas mées e na prole encontraram-se aumentados.
Sabe-se que o folato promove a metilacdo da Hcy em metionina através
deste ciclo (Bhatia e Singh, 2015). Por este mecanismo, a deficiéncia de
AF induz HHcy (Li et al.,, 2005), que pode desencadear estresse
oxidativo, levando a apoptose e danos cerebrais (Obeid e Herrmann,
2006; Dhobale e Joshi, 2012; Jadaviji et al., 2012). Ademais, 0 aumento
da Hcy materna pode elevar os niveis de Hcy no feto e impactar em
alteragdes comportamentais na prole (Blaise et al., 2007). A HHcy,
juntamente com o estresse oxidativo, pode comprometer as funcdes do
SNC por danificar a BHE (Abbott, 2013; Kalani et al., 2014), inibir a
mielinizacdo axonal (Tiwari et al., 2015) e interferir nos processos
sindpticos e, em consequéncia, influenciar o comportamento da prole
(Franco-Pons et al., 2007; Fan et al., 2008), reduzindo a capacidade de
aprendizagem e memoria espacial (Yang et al., 2015), conforme
evidenciado por Wang et al (2017).

Considerando os achados da atual pesquisa, em que a deficiéncia
materna de AF ndo comprometeu o perfil cognitivo na prole adulta,
alguns pontos devem ser destacados. Primeiramente, Canever et al.
(2017) em estudo anterior a esta tese, reportam que a dieta deficiente em
AF durante a gestacdo e lactacdo causou prejuizos na memoria espacial
das ratas maes e aumentou 0s niveis plasmaticos maternos de Hcy.
Entretanto, na prole adulta, independentemente do tratamento com
salina ou cetamina, ndo foi observado alteracdo nos niveis plasmaticos
de Hcy nestes animais, cujas maes foram expostas a deficiéncia de AF.
O fato da dieta materna deficiente em AF ndo ter alterado os niveis de
Hcy na prole adulta pode sugerir, a0 menos nos parametros cognitivos,
gue o aporte insuficiente de AF na fase neurodesenvolvimental ndo
apresentou uma acdo duradoura na vida tardia da prole e, por
conseguinte, ndo prejudicou a cognicdo dos animais. Estes dados
também podem estar relacionados a outros fatores, tais como: as
possiveis reservas de AF nas méaes podem ter sido suficiente para suprir
a necessidade desta vitamina na prole durante a gestacdo e lactacéo,
prevenindo o declinio cognitivo na vida adulta; a introducdo da dieta
padrdo do Biotério para a prole, logo apés o desmame, pode ter
normalizado os niveis de AF nos animais, cujas maes receberam dieta
deficiente em AF, contribuindo para preservar as fungdes cognitivas na
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prole adulta. Neste contexto, Sable et al. (2012) enfatizam que a dieta
pos-natal é capaz de normalizar o metabolismo de 1C, o que poderia
colaborar para o entendimento dos resultados desta tese. De qualquer
forma, ressalta-se que nas ratas maes (Canever et al., 2017), a relacdo
entre deficiéncia pré-natal de AF, HHcy e dano cognitivo foi
comprovada, corroborando estudo de Moustafa et al. (2015).

Pesquisas elucidam que o AF ajuda a melhorar a memoria, devido ao
controle do dano oxidativo e & manutengdo da integridade neuronal,
inclusive durante o envelhecimento (Singh et al., 2011), desempenhando
um papel neuroprotetor (Matté et al., 2009). Com base nisso, 0s dados
deste estudo evidenciam que a suplementacdo materna de AF (5, 10 e 50
mg/kg) apresentou um possivel efeito protetor persistente na prole
adulta submetida ao modelo de esquizofrenia, uma vez que ndo houve
declinio cognitivo (dano nas memérias de curto e longo prazo) nestes
animais, reforcando os achados de Wang et al. (2017) anteriormente
relatados. Por conseguinte, a memdria de trabalho ndo foi prevenida
pelo AF (10 e 50 mg/kg) na prole adulta, o que pode estar relacionado
ao fato desta analise ter sido realizada imediatamente apds o treino, fase
em que ocorre 0 choque, o qual pode desencadear estresse ou ansiedade
no rato, interferindo inclusive na meméria imediata dos animais (Tuon
et al.,, 2008). Em adi¢do, Canever et al. (2017) observaram que a
suplementacdo materna com AF (5 e 10 mg/kg) preveniu o
comprometimento cognitivo nas mées desta prole, no entanto, o0 AF (50
mg/kg) induziu dano na memoria espacial materna. Entretanto, convém
salientar que na prole adulta submetida ao modelo de esquizofrenia, essa
dose mais elevada de AF materno (50 mg/kg) ndo apontou qualquer
acdo prejudicial, mas ao contrério, preveniu o0 dano na memoria aversiva
dos animais.

Contrariando os resultados acima desta tese, Bahous et al. (2017)
revelam que a suplementacdo de AF (20 mg/kg) durante a gestagdo e
lactacdo em roedores desencadeou prejuizos de memoria na prole jovem
(21 dias). Isto foi atribuido ao elevado consumo materno de AF, o qual
pode ter efeitos negativos similares a dieta deficiente em AF, inclusive
porque O excesso desta vitamina € capaz de inibir a MTHFR, uma
enzima essencial para o ciclo de 1C, o que poderia inativar outras
enzimas ou transportadores dependentes do AF. Assim, Bahous et al.
(2017) supBem que doses maternas elevadas de AF levam a uma “falsa
deficiéncia da MTHFR” tanto nas mdes como na prole, com
consequente perturbacBes nesta via metabdlica. Neste sentido, Sable et
al. (2012) encontraram niveis relativamente baixos de AF na prole de
maes suplementadas com AF (2 e 8 mg/kg) durante a gestacdo, tanto na
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auséncia como na presenca de vitamina B12 e sugerem que a maior dose
de AF materna (8 mg/kg) pode ter desequilibrado o metabolismo de 1C,
tornando o AF inativo, o que resultou na deficiéncia de AF na prole. Em
conjunto, isso pode ter contribuido para reduzir os niveis maternos de
AF e comprometer a transferéncia de folato para a prole, levando a
impactos no metabolismo desta vitamina e em processos neuronais,
como plasticidade sindptica, cognicdo e fatores neurotroficos na vida
tardia dos animais.

Diante disso, do mesmo modo que a deficiéncia de AF durante a
gravidez pode ter consequéncias para a prole, estudos recentes tém
revelado que niveis plasmaticos maternos aumentados de AF podem
estar associados ao maior risco de desenvolvimento de autismo em
criancas (Barua et al., 2014b; Barua et al., 2016a; Raghavan, et al.,
2016), possivelmente devido as disfungdes no metabolismo do AF, ao
atraso do crescimento intrauterino e os prejuizos cognitivos relatados
acima por Bahous et al. (2017). Em contrapartida, vale ressaltar que na
presente tese, ndo se observou qualquer efeito toxico do AF materno em
doses elevadas no comportamento da prole adulta, mas sim efeitos
protetores, em particular nas fungdes cognitivas. De qualquer forma, ndo
ter avaliado os niveis plasmaticos e cerebrais de AF maternos e na prole
adulta e ndo ter suplementado a vitamina B12 nas mées durante a fase
gestacional, bem como néo ter dosado seus niveis maternos e na prole,
podem ser consideradas limitacBes desta pesquisa, uma vez que Sable et
al. (2013) reforcam que os efeitos da suplementacdo materna sdo
determinados ndo apenas pelo tempo e dose do nutriente suplementado,
mas também pela combinacdo de diferentes micronutrientes (AF,
vitamina B12 e DHA), os quais agem em conjunto. Além disso, uma
alimentacdo materna inadequada pode predispor o aparecimento de
transtornos na prole, como a esquizofrenia, a qual se torna mais aparente
na idade jovem-adulta, mas pode ter inicio na vida fetal mediante
situacdes de estresse materno (Cannon et al., 2008; Roy et al., 2012).
Desta forma, a determinagdo de um limite superior seguro de
suplementacdo de AF durante a fase gestacional, bem como o equilibrio
de nutrientes maternos tem um papel critico para a salde mental da
prole (Bahous et al., 2017; Wang et al., 2017).

O AF esté envolvido no estresse oxidativo, porém o seu papel nesta
condicdo deve ser melhor investigado. Uma hipdtese para explicar a
relacdo entre transtornos mentais e vitaminas é a "hipdtese da Hcy"
(Kennedy, 2016), uma vez que em excesso, este aminoéacido induz
estresse oxidativo, 0 que tem impactos sobre a funcdo cerebral,
mediante alteracdes na sintese de neurotransmissores, neurotoxicidade e
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disfuncdo mitocondrial (Parletta et al., 2013). Em adicdo, o aporte
materno inadequado de AF, vitamina B12 e 6mega 3 durante o
crescimento e desenvolvimento fetal influenciam os niveis plasmaticos e
neuronais de lipidios e proteinas, danificando estas moléculas, o que
pode determinar a vulnerabilidade do individuo aos transtornos
psiquiatricos, como a esquizofrenia (Sable et al., 2011).

Com efeito, o estresse oxidativo esta fortemente relacionado a
fisiopatologia da esquizofrenia e estudos experimentais apontam que
esta condicdo induz anormalidades comportamentais e moleculares em
animais semelhantes as observadas em pacientes esquizofrénicos (Koga
et al., 2016). Metabdlitos da peroxidagdo lipidica aumentados, tais como
MDA e 4-HNE, levam a maior susceptibilidade ao dano neuronal,
disfuncdo mitocondrial e, consequentemente, morte neuronal (Keller et
al., 1999; Ramos-Loyo et al., 2013). Desta forma, Dietrich-Muszalska e
Olas (2009a) verificaram um aumento consideravel nos niveis de
isoprostanos na urina de individos com esquizofrenia e constataram que
0 4-HNE, o principal produto da peroxidacdo lipidica aldeidica do
Omega-6, ¢ um mediador chave do dano mitocondrial induzido pelo
estresse oxidativo e também tem sido altamente relevante para a
esquizofrenia, conforme descrito por Ciobica et al. (2011). Do mesmo
modo, a oxidacdo de proteinas esta bastante envolvida neste transtorno e
pode seriamente comprometer a integridade celular (Dietrich-Muszalska
et al., 2009; Boskovi¢ et al., 2011). Em particular, a carbonilagdo de
proteinas tem se mostrado aumentada na esquizofrenia, especialmente
em pacientes que apresentam baixos niveis de vitamina B6 e AF. Existe
ainda um subgrupo de pacientes esquizofrénicos com altos niveis de
carbonilagéo proteica idiopética e deplecdo de vitamina B6 (Arai et al.,
2012).

Sendo assim, o presente estudo avaliou os parametros de estresse
oxidativo na prole adulta. Os resultados ilustram que a cetamina alterou
os niveis de LPO, 4-HNE, 8-1SO e o contetudo de grupos carbonila no
cortex frontal dos animais. Este anestésico atua como um antagonista do
receptor NMDA e é extensivamente utilizado para mimetizar modelos
animais de esquizofrenia, desencadeando estresse oxidativo e
hipofuncdo do receptor NMDA (Chatterjee et al., 2011). Pesquisas
anteriores deste laboratdrio (Canever et al., 2010; De Oliveira et al.,
2011; Zugno et al., 2013a; 2014; 2016) confirmam a validade da
cetamina neste modelo animal, mediante sua capacidade de induzir
alteragdes comportamentais e biogquimicas no cérebro dos animais,
corroborando os achados desta tese. Ressalta-se que a cetamina néo
alterou os niveis do marcador de dano proteico, 3-NT, na prole adulta.
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Tal achado pode ser atribuido ao fato de que este dano parece ser mais
reversivel quando comparado a carbonilagcdo de proteinas (Irie et al.,
2003, Osoata et al., 2009). De modo semelhante, Genius et al. (2013), ao
induzir o modelo animal de esquizofrenia através do MK-801, ndo
verificaram mudancas nos niveis de 3-NT no hipocampo e giro denteado
dos animais, 0 que indica que este marcador pode ser, de fato, mais
resistente. Ademais, foi observado nesta tese que a prole adulta tratada
com cetamina (grupo cetamina) demonstrou um aumento consideravel
no contelido de grupos carbonila, os quais possivelmente mostraram-se
mais sensiveis aos efeitos da cetamina e da deficiéncia materna de AF,
sofrendo alteragdes.

Em geral, a dieta deficiente em AF durante a gestacdo e lactacdo
associada ao tratamento com salina e cetamina na prole adulta apontou
uma possivel acdo persistente, uma vez que os niveis de LPO, 4-HNE,
8-1SO e a carbonilagdo de proteinas permaneceram elevados no cértex
frontal, comprovando o dano oxidativo na vida tardia dos animais.
Brown et al. (2007) sugerem que concentracfes maternas elevadas de
Hcy, em especial no terceiro trimestre de gestagdo, podem ser um fator
de risco para a esquizofrenia. Assim, Canever et al. (2017) verificaram
um aumento nos niveis plasmaticos de Hcy nas mées da prole avaliada
nesta tese e, embora a prole adulta ndo tenha apresentado HHcy ou
prejuizos cognitivos, quando analisados os marcadores de estresse
oxidativo, estes animais revelaram peroxidagdo lipidica e dano proteico
no cortex frontal, o que pode estar relacionado a HHcy materna durante
a fase gestacional.

Adicionalmente, evidéncias tém identificado uma importante
associacdo entre a severidade dos sintomas negativos e 0 estresse
oxidativo (Sarandol et al., 2007; Pazvantoglu et al., 2009; Ramos-Loyo
et al., 2013). Diante de tudo, os achados desta tese, a0 menos em parte,
estdo em concordéncia com a hipdtese de Brown et al. (2007) e parecem
corroborar as informacg6es sobre estresse oxidativo e sintomas negativos.
Isso por ser atribuido ao fato da deficiéncia materna de AF ter sido
capaz de induzir dano oxidativo, aumentar o tempo de laténcia e reduzir
0 numero de contatos sociais entre os animais, sugerindo um sintoma
negativo tipo esquizofrenia na prole adulta, o qual poderia ainda, ser
atribuido a alteragdes na sintese de dopamina, devido ao aporte materno
insuficiente de AF (Prado et al.,, 2017). Em conjunto, estes dados
suportam uma provavel relacdo entre deficiéncia pré-natal de AF,
estresse oxidativo e esquizofrenia na prole adulta (Bitanihirwe e Woo,
2011).
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Por outro lado, foi observado nesta pesquisa que a suplementacdo de
AF durante a fase gestacional, especialmente nas doses mais elevadas
(10 e 50 mg/kg), foi capaz de prevenir o efeito da cetamina nos
marcadores de dano lipidico e proteico no cortex frontal da prole adulta,
indicando que a possivel acdo neuroprotetora do AF materno persistiu
na vida adulta dos animais submetidos ao modelo de esquizofrenia.
Zugno et al. (2016) verificaram que o AF (5, 10 e 50 mg/kg)
suplementado durante 7 e 14 dias preveniu a peroxidacdo lipidica e a
carbonilagdo de proteinas no modelo animal de esquizofrenia.
Similarmente, Brocardo et al. (2010) demonstraram um efeito protetor
do AF (50 mg/kg) administrado por um periodo de 7 dias contra o dano
lipidico no modelo animal de mania. Em resumo, estes resultados
reforcam o efeito antioxidante do AF, mediante sua capacidade de
combater radicais livres, ERO e ERN no cérebro (Joshi et al., 2001).
Brocardo et al. (2008a) e Budni et al. (2012) sugerem que o AF
desempenha um papel inibitorio sobre os receptores glutamatérgicos
NMDA, o que contribui ainda para explicar a agdo protetora do AF,
conforme os resultados desta tese, uma vez que a cetamina induziu
estresse oxidativo e 0 AF preveniu este dano. Estes achados despertam a
atencdo para o0 importante  papel desta vitamina no
neurodesenvolvimento, neuroplasticidade e na manutencdo da
integridade cerebral (Hyland et al., 2010), prevenindo o dano oxidativo
e a excitotocixidade neuronal (Brocardo et al., 2008a).

De fato, as vitaminas do complexo B parecem exercer um efeito
neuroprotetor através da modulacéo do estresse oxidativo induzido pela
Hcy no cérebro (Zhang et al., 1998; Boldyrev e Jonhson, 2007). Roy et
al. (2012) propdem que o estresse oxidativo desencadeado pela
deficiéncia materna de nutrientes, como AF, pode persistir na
adolescéncia e na vida adulta, contribuindo para o inicio de doencas
neurodesenvolvimentais. Estes dados, ao menos em parte, foram
confirmados nesta tese, uma vez que a deficiéncia de AF durante a
gestacdo e lactacdo induziu dano oxidativo na prole submetida ao
modelo de esquizofrenia.

Estd bem descrito que baixos niveis de AF estdo diretamente
relacionados ao aumento da Hcy (Hyland et al., 2010; Micle et al.,
2012), o que leva a diminuicéo tanto do potencial quanto da atividade de
enzimas antioxidantes (Garcia et al., 2005). Bitanihirwe e Woo (2011)
reforcam que alteragBes nos sistemas antioxidantes podem ser relevantes
para a esquizofrenia. Todavia, evidéncias tém relatado dados
controversos sobre estas enzimas em individuos esquizofrénicos.
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Em pacientes com esquizofrenia cronica, a atividade da SOD tem se
mostrado elevada em vérias pesquisas (Herken et al., 2001b; Gama et
al., 2006; Sarandol et al., 2007; Padurariu et al., 2010; Wu et al., 2011),
no entanto, em pacientes no primeiro episddio psicético observou-se
uma atividade diminuida da SOD (Mukerjee et al., 1996, Ranjekar et al.,
2003). Achados de Wu et al. (2011) revelaram que pacientes
esquizofrénicos ndo medicados, tanto no primeiro episddio como 0s
pacientes cronicos, apresentaram aumento na atividade plasmatica da
SOD quando comparado aos individuos controle e, ainda, pacientes
crénicos medicados com antipsicoticos demonstraram uma atividade da
SOD significativamente maior que os individuos esquizofrénicos no
primeiro episodio psicético. Outro estudo, por exemplo, reporta que a
atividade da SOD em eritrécitos de pacientes com esquizofrenia esta
diminuida (Zhang et al., 2010), enquanto Raffa et al. (2011) n&o relatam
mudanca na atividade desta enzima. J& a atividade da CAT foi
encontrada aumentada nos estudos de Pulido et al. (2005) e Herken et al.
(2001a; 2001b), em outras pesquisas mostrou-se diminuida (Reddy et
al., 1991; Ben Othmen et al., 2008; Raffa et al., 2011) e ainda ha estudos
(Yao et al., 1998; Srivastava et al., 2001; Zhang et al., 2010; Miljevic et
al., 2010) que ndo demonstraram alteracdo na atividade desta enzima em
individuos esquizofrénicos.

Embora os niveis diminuidos destas enzimas possam indicar uma
implicagdo direta devido ao aumento do estresse oxidativo, 0s niveis
aumentados podem refletir um efeito compensatério das enzimas para
combater o dano oxidativo presente na célula. Assim, os achados
contraditérios parecem depender de fatores como a presenga de
sintomas clinicos e a terapéutica seguida pelo paciente com
esquizofrenia. Também, podem ser atribuidos ao estado dinamico das
enzimas antioxidantes, as quais estdo envolvidas em outras vias e
sistemas bioldgicos, dependendo do equilibrio da célula (Wu et al.,
2013).

Diante disso, nesta tese, verificou-se que a prole adulta submetida ao
modelo animal de esquizofrenia através da administracdo de cetamina
apresentou um aumento na atividade das enzimas antioxidantes, SOD e
CAT no cortex frontal e hipocampo, possivelmente na tentativa de
controlar a peroxidacao lipidica e a carbonilagdo de proteinas induzida
pela prépria cetamina. Estudo realizado por este grupo de pesquisa
sugere que a cetamina induz alteracdes na atividade da SOD e CAT e,
inclusive, danos a lipideos e proteinas (De Oliveira et al., 2009). De
gualquer forma, ressalta-se que os dados referentes as enzimas
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antioxidantes sdo controversos na esquizofrenia, o que também pode
contribuir para a compreensao destes achados.

A deficiéncia materna de AF, independentemente da administracdo de
salina ou cetamina na prole adulta, foi capaz de aumentar a atividade da
SOD e CAT, provavelmente visando neutralizar o dano oxidativo
gerado pela insuficiéncia de AF durante a fase gestacional, uma vez que
este dano persistiu na vida tardia dos animais. Outra explicacdo se da
pela tentativa de combater o dano lipidico e proteico induzido pela
cetamina na prole adulta. Os achados também apontam que os animais
adultos tratados com cetamina, cujas mées receberam suplementagéo
com AF (5, 10 e 50 mg/kg), apresentaram um aumento na atividade da
SOD e CAT no cértex frontal e hipocampo. Este aumento pode ter
ocorrido como uma forma de controlar o efeito pro-oxidativo da
cetamina ou com o objetivo de estimular a acdo antioxidante do AF, a
fim de minimizar o estresse oxidativo induzido por este farmaco nos
animais, o que confirma que o AF materno teve uma acdo protetora
persistente, em especial, no cortex frontal.

Diante deste aumento da atividade da SOD e CAT no hipocampo,
estrutura cerebral cujos marcadores de dano lipidico e proteico ndo se
mostraram alterados, um aspecto importante deve ser considerado: 0s
radicais livres, ERO e ERN poderiam estar presentes no hipocampo,
porém ndo causaram um dano oxidativo significante a ponto de
aumentar os marcadores de estresse oxidativo, mas foram capazes de
ativar as enzimas antioxidantes. Possivelmente, este aumento de radicais
livres sinalizou uma maior quantidade de substrato para as enzimas
tentarem combater, 0 que pode ter contribuido para o aumento da
atividade da SOD e CAT, apesar do dano oxidativo ndo ter sido
diretamente verificado nesta estrutura cerebral. Desta forma, Wu et al.
(2013) sugerem que 0s niveis aumentados das enzimas antioxidantes
retratam um mecanismo compensatério deste sistema ou um dano
oxidativo precedente na célula, o que condiz com os achados desta tese
e, ainda, contribui para melhor compreensao destes resultados.

A presente pesquisa reforca que os marcadores de dano oxidativo
(LPO, 4-HNE, 8-ISO e proteinas carboniladas) na prole adulta tratada
com salina e cetamina, cujas maes receberam dieta deficiente em AF,
dieta controle e suplementagdo com AF (5, 10 e 50 mg/kg),
apresentaram-se alterados apenas no cortex frontal, exceto a atividade da
SOD e CAT que aumentou em ambas as estruturas cerebrais. Dados da
literatura tém demonstrado que a heterogeneidade dos resultados
relacionados as enzimas antioxidantes depende das areas cerebrais
estudadas, bem como do tipo de enzima avaliada, sendo tais variagdes
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frequentemente comuns, porém pouco esclarecidas (De Oliveira et al.,
2009; Zugno et al., 2014).

Ademais, ndo se sabe exatamente por quais motivos o cértex frontal
foi mais susceptivel as alteracdes oxidativa nesta tese. No entanto,
Anjos et al. (2013) evidenciam que os fatores nutricionais maternos
podem afetar o desenvolvimento e a funcdo estrutural do cérebro,
inclusive o cortex cerebral. Esta regido em humanos é pré-formada no
Utero materno e continua seu amadurecimento durante a vida pds-natal
através da rapida proliferacdo de células progenitoras. Em torno de 2
anos de idade, ha sinaptogénese em larga escala e a reorganizagdo de
redes neurais no cortex permanece até a adolescéncia (Huttenlocher e
Dabholkar, 1997). Em roedores, a formagdo do cértex ocorre de modo
similar, iniciando ap6s o 11° dia gestacional e persistindo na fase pos-
natal mediante estes mesmos processos neuronais (McGarel et al.,
2015). Conforme relatado acima, 0s nutrientes parecem afetar
particularmente o cortex cerebral, entdo considerando-se que neste
estudo a dieta deficiente ou suplementada com AF foi oferecida as ratas
mées durante a gestacdo e lactacdo, isto poderia a0 menos em parte,
contribuir para o entendimento do porque as alteragcGes oxidativas
ocorreram expressivamente no cortex frontal da prole adulta, uma vez
gue esta regido do cérebro parece ser mais vulneravel aos fatores
nutricionais na fase gestacional (Anjos et al., 2013).

E sugestivo salientar nesta tese que a suplementacio materna de
diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) combinada com a cetamina
na prole adulta foi capaz de aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes em ambas as estruturas cerebrais avaliadas, provavelmente
na tentativa de neutralizar o dano oxidativo induzido pela cetamina. O
AF, em particular nas doses mais elevadas (10 e 50 mg/kg), mostrou um
efeito protetor contra o dano lipidico e proteico no cortex frontal da
prole adulta, corroborando os achados de Zugno et al. (2016).
Alteracdes na migracdo neuronal, formacao de sinapses, mielinizacdo e
neurotransmissdo estdo correlacionadas a esquizofrenia e podem ser
adversamente afetadas pelo estresse oxidativo. Portanto, a deficiéncia
pré-natal de AF pode levar a anormalidades fisiopatoldgicas,
desencadeando estresse oxidativo e alteracGes comportamentais na prole
(Krebs et al., 2009; Roy et al., 2012). Assim, no presente estudo, a
deficiéncia materna de AF associada a salina e cetamina na vida adulta
da prole, apesar de ndo ter afetado a cognicdo, aumentou o estresse
oxidativo no cortex frontal dos animais, o que possivelmente contribuiu
para a hiperatividade locomotora e os déficits no comportamento social
da prole, confirmando os achados acima.
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O metabolismo de 1C atua como um mediador chave ao se relacionar
a nutricdo pré-natal e o risco subsequente de esquizofrenia na prole,
visto que os nutrientes maternos influenciam as mudangas epigenéticas,
as quais podem estar associadas ao desenvolvimento do transtorno
(Kirkbride et al., 2012). Com efeito, os padroes de metilacdo do DNA,
0s quais podem ser alterados pela ingestdo materna de AF, séo
estabelecidos durante o desenvolvimento embrionario (Irwin et al.,
2016) e podem impactar na programacao fetal e no desenvolvimento
cerebral da prole (McGarel et al., 2015), uma vez que o estado pré-natal
de AF é capaz de modular a expressdo de genes envolvidos na metilagéo
do DNA (Barua et al., 2016b).

Todavia, 0s baixos niveis de AF na dieta e sua relagdo com a taxa de
metilacdo do DNA em modelos animais permanece controverso. Por
exemplo, uma dieta pobre em AF por 4 semanas diminuiu em 20% a
metilacdo do DNA em figado de ratos (Balaghi e Wagner, 1993);
entretanto, quando submetidos a tal dieta por 6 semanas, 0s animais
apresentaram aumento de 60% na taxa de metilagdo global (Kim et al.,
1997). De fato, a deficiéncia de AF parece diminuir a metilacio
gendmica (Kim, 2004b; Pufulete et al., 2005a; Linhart et al., 2009;
Schernhammer et al., 2010), enquanto a suplementacdo desta vitamina
resulta no aumento da metilagdo do DNA, a0 menos na mucosa coldnica
(Pufulete et al., 2005b).

Tem sido proposto que a analise da metilacdo do DNA pode fornecer
uma melhor compreensédo sobre a interferéncia de impactos ambientais
na esquizofrenia (Nishioka et al., 2012; Popov et al., 2012), haja vista
gue sua etiologia depende da interacdo entre fatores genéticos e
ambientais. Sabe-se que 0s marcadores epigenéticos integram a
informacdo de ambos contribuintes causais para o fenétipo do
transtorno, portanto, avaliar a metilacgdo do DNA pode ajudar no
entendimento da patogénese da esquizofrenia (Grayson e Guidotti,
2013; Liu et al., 2014). Com esta perspectiva, o presente estudo avaliou
a atividade da enzima metiltransferase na prole adulta, a qual apresenta
papel relevante nas reacdes de metilagdo. Foi observado, no cortex
frontal e hipocampo, que a deficiéncia materna de AF associada &
cetamina nos animais adultos ndo alterou a atividade da
metiltransferase, sugerindo que ambos fatores (deficiéncia de AF e
cetamina), pelo menos nestas estruturas cerebrais e para este marcador
epigenético, parecem ndo comprometer o padrdo de metilagéo.

Maloney et al. (2007) verificaram que a deficiéncia de AF aumentou
0s niveis plasmaticos maternos de Hcy, corroborando estudo de Canever
et al. (2017). Porém, Maloney et al. (2007) também ndo observaram
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alteracdo na metilacdo do DNA em figados maternos ou fetais, o que
condiz parcialmente com os resultados acima referidos. Os autores
atribuem estes achados a um mecanismo indireto pelo qual as interacdes
gene-nutriente  modificam o processo de metilacdo durante o
desenvolvimento (Maloney et al., 2007), o que também poderia
justificar os dados deste estudo. Em relacdo ao modelo animal de
esquizofrenia, até 0 momento, nao foi encontrado nenhum trabalho que
relacione cetamina e metilacdo do DNA, o0 que torna esta pesquisa
pioneira e inovadora neste aspecto.

Em contrapartida, no cortex frontal e hipocampo da prole adulta
tratada com salina e cetamina, cujas mées receberam suplementacéo
com AF (50 mg/kg) e AF (10 mg/kg), respectivamente, houve um
aumento na atividade da enzima metiltransferase, o que indica um efeito
persistente do AF pré-natal na vida tardia dos animais. A suplementagéo
materna de AF (50 mg/kg) associada a cetamina nos animais adultos
também aumentou a atividade da metiltransferase no estriado. Embora
mais investigacdes sobre as alteracBes epigenéticas sejam necessarias
para complementar o presente estudo, este provavel aumento da
metilacio do DNA suportado pela atividade aumentada da
metiltransferase, em especial no cortex frontal e hipocampo, poderia em
parte contribuir para explicar o efeito neuroprotetor do AF materno nas
doses mais elevadas (10 e 50 mg/kg), principalmente no estresse
oxidativo (Wang et al., 2017).

Contudo estes achados reforcam o papel do AF como um substrato
para 0 metabolismo de 1C, confirmando seu envolvimento na metilagédo
do DNA (Kim et al., 2009a; Kim et al., 2009b). Durante a gravidez, o
estado materno de AF é tipicamente associado com a metilacdo do DNA
(Park et al., 2005). Kim et al. (2009a; 2009b) apontam que em situacdes
de HHcy materna, a dieta suplementada com AF aumentou a metilacéo,
enquanto a deficiéncia de AF diminuiu a metilagdo do DNA placentério.
Tem sido descrito que os doadores de CH3, como AF, aumentam a
atividade da enzima DNMT, influenciando a metilacdo (Cooney et al.,
2002). No caso do fendtipo Avy em animais Agouti, 0 aumento da
metilacdo nos embrifes de mées suplementadas com AF esta associado
ao silenciamento de genes envolvidos com o aumento do apetite,
obesidade, diabetes mellitus e cancer neste alelo, o que desencadeia um
efeito positivo por reprimir a ativacdo destes genes relacionados a
doencas (Morgan et al., 1999; Wolff et al., 1999; Waterland et al.,
2008).

Nesta tese, o aumento da atividade da metiltransferase parece
estimular a metilacdo do DNA, corroborando ao menos em parte, 0s
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achados acima. Entretanto, nao foi avaliado se 0 DNA esta metilado, em
qual regido do DNA esta acontencendo este fendmeno e quais genes
estdo envolvidos na metilacdo, o que implica na realizacdo de mais
pesquisas para complementar este trabalho. A analise de outros
marcadores epigenéticos, por exemplo a 5mC, contribuira para elucidar
se 0 DNA estd metilado e, se confirmado, podera sugerir que houve a
repressdo de genes associados a esquizofrenia, uma vez que o AF
materno preveniu alteracbes comportamentais e bioquimicas na prole
adulta avaliada neste estudo.

Verificou-se ainda que os animais adultos tratados com cetamina,
cujas maes receberam dieta deficiente em AF, dieta controle (grupo
cetamina) e dieta suplementada com AF (5 mg/kg), apresentaram uma
reducdo na atividade da enzima metiltransferase no estriado, sugerindo
gue a cetamina possivelmente foi capaz de alterar o padrdo de metilacdo
nesta estrutura cerebral. Porém, novamente néo foi avaliado se 0 DNA
esta metilado, os genes envolvidos e em qual regido do DNA ocorreu
este processo, 0 que limita chegar a maiores conclusdes relacionadas a
epigenética neste estudo. Em geral, na presente pesquisa, a cetamina
mimetizou alteracfes comportamentais e bioquimicas da esquizofrenia,
reproduzindo o modelo animal. Evidéncias demonstram que pacientes
esquizofrénicos apresentam mutacdes em genes relacionados ao
desenvolvimento cerebral, em particular, genes envolvidos na via de
sinalizacdo do receptor NMDA (Gilman et al., 2012, Hall et al., 2014).
Considerando estes achados e que a cetamina induz a hipofungdo do
receptor NMDA, alteracGes nesta via poderiam explicar em parte o fato
da cetamina ter reduzido a atividade da metiltransferase, no entanto,
novos estudos sao necessarios.

Adicionalmente, alteracbes no gene da enzima MTHFR foram
associadas a HHcy e varias mutacdes foram descritas neste gene, como
0 polimorfismo MTHFR C677T, descrito por Frosst et al. (1995). Este
consiste na troca de uma citosina por uma timina no nucleotideo 677,
acarretando assim, na substituicdo da alanina por uma valina na posi¢éo
226 (A226V) da enzima MTHFR (Lievers et al., 2003). Este
polimorfismo foi associado a redugdo da atividade da MTHFR, levando
a menor concentracdo de 5-MTHF e, consequentemente, & HHcy (Kang
et al.,1988; Kim, 2000). De fato, estudos reportam a relacdo entre
nutricdo pré-natal e esquizofrenia e incluem genes candidatos para a
psicose envolvidos no metabolismo de 1C, como a MTHFR (Friso et al.,
2002; Shi et al., 2008). Desta forma, o polimorfismo do gene MTHFR
C677T influencia o metabolismo do AF e a metilagdo do DNA,
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suportando a hipétese de que o estado materno de AF é um determinante
do risco de esquizofrenia na prole (Lewis et al., 2007).

Neste estudo, no estriado, foi observado que a dieta deficiente em AF
associada a cetamina na prole adulta reduziu a atividade da enzima
metiltransferase, indicando que a deficiéncia pré-natal de AF pode
comprometer a metilacdo do DNA a longo prazo na prole. Kirkbride et
al. (2012) relatam que uma mudanca epigenética induzida no Utero pode
ndo necessariamente persistir ao longo do ciclo de vida para iniciar a
doenca no adulto, mas pode predispor uma cadeia de eventos bioldgicos
gue culminam na esquizofrenia. Estes eventos incluem alteracdes
comportamentais precoce que agem como um fenotipo intermediario
chave induzido pelas mudancas epigenéticas maternas (Kirkbride et al.,
2012).

Diante de tudo, na presente pesquisa, a deficiéncia materna de AF por
si sO ou associada a cetamina na prole adulta ndo foi capaz de alterar
todos o0s comportamentos tipo esquizofrenia no modelo animal,
entretanto, comprometeu o perfil social da prole, além de aumentar o
estresse oxidativo no cértex frontal e reduzir a atividade da
metiltransferase no estriado dos animais adultos. A diminuicio desta
enzima na prole de maes deficiente em AF poderia estar relacionada a
provavel hipometilacdo do DNA no estriado dos animais e, a possivel
ativacdo de genes envolvidos com a esquizofrenia, uma vez que um
aspecto comportamental caracteristico do transtorno (déficit no
comportamento social), assim como o0 estresse oxidativo, mostraram-se
presente neste grupo. No entanto, convém ressaltar que os marcadores
epigenéticos que permitem analisar se 0 DNA esta metilado ndo foram
avaliados neste estudo, sendo considerados, portanto, limitacGes deste
trabalho.

Outra limitacdo desta tese foi ndo ter analisado os pardmetros de
estresse oxidativo no estriado, uma vez que apenas nesta estrutura
cerebral foi verificada alteracdo da metiltransferase. Neste estudo, a
dieta materna deficiente em AF, apesar de induzir estresse oxidativo no
cortex frontal, ndo foi capaz de causar prejuizos cognitivos nos animais
adultos, o que pode estar relacionado ao fato da prole ndo ter
apresentado alteragcdes na enzima metiltransferase no cértex frontal e
hipocampo, regibes diretamente envolvidas com a memoria e
aprendizagem. Isto sugere que a deficiéncia pré-natal de AF parece ndo
alterar o padrdo de metilagdo do DNA na prole adulta nesta pesquisa e,
ao menos nestas estruturas cerebrais, o que pode ter contribuido
parcialmente para preservar a fungdo cognitiva dos animais adultos.
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Por fim, a presente tese enfatiza que a suplementacdo materna de AF,
particularmente nas doses mais elevadas (10 e 50 mg/kg), apresentou
um efeito protetor na fungéo cognitiva da prole, além de prevenir o dano
lipidico e proteico no cértex frontal e aumentar a atividade da enzima
metiltransferase nas estruturas cerebrais dos animais adultos submetidos
ao modelo de esquizofrenia, 0 que confirma a importancia do aporte
nutricional adequado em AF durante a fase gestacional para o bom
desenvolvimento cerebral da prole.
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6 CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que a dieta materna deficiente em AF ou
suplementada com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a
gestacdo e lactacdo foi capaz de induzir alteracBes cerebrais
relacionadas ao estresse oxidativo e alterar, em parte, 0 marcador
epigenético relacionado ao padrdo de metilagdo do DNA, além de
impactar no comportamento da prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia pela administragdo de cetamina.

A cetamina induziu o modelo animal de esquizofrenia, a0 mimetizar
0s sintomas positivos (hiperlocomocéo), negativos (redugdo de contatos
sociais) e prejuizos cognitivos (déficit na IPP e dano na meméria
aversiva) na prole adulta, além de alterar os niveis dos marcadores de
estresse oxidativo (LPO, 4-HNE, 8-1SO, contetdo de grupos carbonila,
SOD e CAT), particularmente no cértex frontal dos animais, cujas maes
foram expostas a dieta controle (grupo cetamina) durante a gestacdo e
lactacdo. Ademais, a cetamina reduziu a atividade da enzima
metiltransferase no estriado da prole adulta, o que sugere que este
farmaco possivelmente foi capaz de alterar este padrdo de metilacdo do
DNA, embora apenas nesta estrutura cerebral.

Tomados em conjunto, os resultados suportam que o AF materno
suplementado nas doses mais elevadas (10 e 50 mg/kg) apontou um
efeito protetor persistente na prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia, ao preservar a funcdo cognitiva e prevenir o dano
oxidativo no cértex frontal, contribuindo ainda para o aumento da
metiltransferase, uma enzima implicada diretamente nas reacGes de
metilacdo do DNA. Tudo isso confirma que o equilibrio nutricional
materno em AF é essencial para o bom desenvolvimento cerebral da
prole. Com exce¢do, o AF administrado nas ratas durante a fase
gestacional, de modo geral, ndo foi capaz de prevenir a hiperlocomogéo
e o déficit no comportamento social dos animais adultos tratados com
cetamina, o que indica um possivel efeito predominate deste farmaco na
prole adulta.

Adicionalmente, os achados apontam que a deficiéncia materna de AF
pode estar envolvida na fisiopatologia da esquizofrenia, uma vez que
esta demonstrou uma a¢do duradoura na vida tardia da prole, alterando
parametros bioquimicos no cérebro, o que provavelmente foi capaz de
influenciar a satide mental dos animais via alteracdo comportamental.
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7 PERSPECTIVAS

Pretende-se dar continuidade a este estudo por meio da avaliacdo de
outros marcadores  epigenéticos, tais como: 5mC e 5-
hidroximetilcitosina (5hmC) para verificar se 0 DNA estd metilado.
Com intuito de analisar as alteragdes na acetilacdo de histonas, também
sera avaliada a atividade das histonas deacetilase (HDACs), as quais
silenciam genes, impedindo a transcricdo, bem como o0s niveis da
histona H3 acetilada, a qual ativa a transcricdo génica. Em conjunto aos
achados da atividade da enzima metiltransferase, estas novas
investigacdes complementardo os resultados referentes a epigenética,
permitindo melhor compreender e correlacionar o envolvimento do AF
materno nos pardmetros comportamentais e de estresse oxidativo e,
assim, na patogénese da esquizofrenia na vida adulta da prole.
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Anexo A: Carta de aprovacio do projeto pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA).
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Anexo B: Composicao nutricional da Dieta AIN 93 ou dieta controle.
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Quantidades produzidas de cada substancia na formula
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OBS: Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministéro da Agricultura Pecusria = Abastecimenta

Fonte: Tabela adaptada de Pragsolucoes Biociéncias
(www.pragsolucoes.com.br).
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Anexo C: Composigdo nutricional da dieta deficiente em acido félico.

Quantidades produzidas de cada substincia na famula
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(www.pragsolucoes.com.br).
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Anexo D: Composig¢éo nutricional da racdo comum (padréo) oferecida
aos animais no Biotério.
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witamena BE, vitaming B12, niacina, pamioensio d= céicio, oo oo, bioing, clordo g coioa, Sulfe de femo, mont| s, o de minca, ik de sockiin die it sedeni de

=i, sl de cobale, Faina, meonra, BHT.
NiVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DE PRODUTO: ‘

e — 135 g WRTERIAMMERAL jes] 9 okg  ALCIO fmenman A4 ks
PROTEING AU TA (| IO gy FIBRA BT mis) T gkg  FOSFORD imis) 2000 mgkp
|| EXTRATS ETERED fmin) a0 gl

WITAMIAS: WITAMING A |min) 13000 i, WITAMRNA D3 (min} 2.000 kg, WITAMNA E{min) 34 kg, VITANING K3 (min) 3 mafig; WITAKNL BT (min] 5 gl VITARINS B2
[rrini} 6 g, VITAMIMA S5 {min| 7 mgig; W ITAMNA B17 [min) 22 mogiky, MACA (min) 60 mafg; PANTOTER DE CALCED (min) 20 mofg. AGDO FOLIC (min) 1 mplg;
BIITRA (min) 0.05 mdg, COLINA (min) 1500 mk. MNERAIS, SODK (min) 2 700 makg. FERRO (i) 50 mgikg; MANGANES (mi) 50 mgig; NGO (min) 50 mikg. GOBRE
[rrin} 10 meykg: IDCC {min) 2 mgig; SELENIC {min} 0,35 mgikg; GOBALTS imin 1,5 mgikg; FLUCR {mixc) 50 mofy. AMNOACLOS: LEINA (min) 12 g, METIONINA. (min} 4000
o mgfigg. ADMTODS: EHT 100 mgikg,

INDICAGAQ: Raha pronin parm usa, indicedo pars 0 aimentngin de comumdonges & et & lbomiing

uso: dn & vontade, stves suszenss. .

CMWAﬁO:Cmuommmswem_mum. ko 58 IUE 0 CRKT mCESSos.

o DE FABRIGAGAD; 1508/2016 WALIDWDE: 08 meses apds a data de fabricagho.
TEVALIDADE: 1M 22016
0015061514 PESOLIQUIDG: 20,00 kg “ Ill‘lﬂ | mll"ll III
[1F 2392017

“ENTE DE REGISTRO MO MINESTERIO DA AGRICULTURA, PECM RIA EABASTECIM ENTO - INDUSTRIA BRASILERA

Fonte: Rétulo da racdo do Biotério. Foto registrada pela pesquisadora, 2014.




