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RESUMO

O envelhecimento acarreta um declinio funcional que atinge a
expressiva maioria dos organismos vivos. A deficiéncia ou
suplementacdo de vitaminas, como o acido folico (AF) durante a
gestagdo pode interferir no processo de envelhecimento. Portanto, o
objetivo do trabalho foi avaliar pardmetros de memaria e inflamag&o na
prole adulta e idosa de ratas com deficiéncia ou suplementacdo de AF na
gestagdo. Foram utilizadas 50 ratas e 50 ratos Wistar para acasalamento.
Apds, a ratas prenhas permaneceram durante 28 dias de gestacdo com
diferentes dietas: dieta AIN 93 ou controle, dieta deficiente em AF, dieta
AIN 93 + AF 5 mg/kg, dieta AIN 93 + AF 10 mg/kg e dieta AIN 93 +
AF 50 mg/kg. A prole fémea de todos 0s grupo experimentais quando
jovens adultas (2 meses) e somente a prole de ratas com AIN 93,
deficientes de AF e AIN 93 + AF 10mg/kg, quando idosas (18 meses)
foram submetidas ao teste de habituacdo ao campo aberto e cortex e
hipocampo foram utilizados para as analises bioquimicas. Os resultados
mostram que a deficiéncia de AF no periodo gestacional, ndo altera a
memoria de habituagdo na prole adulta. Na prole com 18 meses, 0 grupo
controle e o grupo deficiente em AF apresentaram dano na memdria de
habituacdo. Porém, a prole com 18 meses do grupo AF 10 mg/kg
apresentou protecdo contra este efeito. O AF 50 mg/kg induziu dano na
memoria de habituacdo na prole jovem. Foi observado também que 0s
niveis de TNF-a e IL-1p foram aumentados no hipocampo da prole com
18 meses do grupo controle e com deficiéncia de AF. No grupo AF 10
mg/kg ndo foi observado este aumento. A prole com 2 meses do grupo
AF 50 mg/kg apresentou reducdo dos niveis de IL-1B no hipocampo.
Né&o foram observadas alteracdes nos niveis de TNF-o e IL-1f no cortex
frontal da prole. Além disso, no cértex frontal, foi observado que a prole
com 2 meses do grupo AF 10 mg/kg mostrou aumento da IL-4 e na
grupo AF 50 mg/kg ocorreu reducdo da IL-4. No cortex frontal de
animais idosos foi observado reducdo da IL-4 no grupo controle, ja no
grupo AF 10 mg/kg, foi observado aumento desta interleucina. No
hipocampo, a prole com 2 meses do grupo deficiente e do grupo AF 50
mg/kg apresentaram reducdo dos niveis de IL-4. Ja a prole jovem do
grupo AF 10 mg/kg apresentou aumento dos niveis de IL-4. Juntos, os
resultados indicam que a suplementagdo com AF durante a gestacdo
pode proteger a prole idosa contra o dano cognitivo do envelhecimento,






que pode ser explicado, pelo menos em parte, pela redugdo dos niveis de
TNF-a e IL-1B e aumento de IL-4 em tecido cerebral. Também, foi
observado que a suplementacdo de ratas com altas doses de AF na
gestagdo pode provocar dano cognitivo na prole com idade adulta,
podendo ser explicado, pelo menos em parte, pela reducéo dos niveis de
IL-4 no cortex frontal e hipocampo destes animais.

Palavras-chave: Envelhecimento. Memdria de habituagdo. Processo
inflamatorio. Acido félico. Citocinas.






ABSTRACT

Aging causes a functional decline that reaches the most expressive
living organisms. The vitamin deficiency or suplemmentation, like folic
acid (FA) during the pregnancy can interfer in aging process. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the memory parameters and
inflammation in adult and old offspring of Wistar rats with FA
deficiency or supplementation in pregnancy. 50 female and male Wistar
rats were used for mating. After, the female rats pregnat remained for 28
days of pregnancy with diffents diet: AIN 93 diet or control, FA
deficency diet, AIN 93 diet + FA 5 mg/kg, AIN 93 diet + FA 10 mg/kg
and AIN 93 diet + FA 50 mg/kg. The young adult (2 months) female
offspring of all experimental groups and only the older (18 months)
female offspring of rats with AIN 93 diet, FA deficiency diet and AIN
93 diet + AF 10mg/kg were subjected to open field habituation task and
frontal cortex and hippocampus were used for biochemical analysis. The
results show that the deficiency of FA on the gestational period, does
not change the memory of habituation in adult offspring. In the
offspring with 18 months, the control and FA deficiency group showed
damage in the habituation memory. However, the 18 month old
offspring of FA 10 mg/kg group showed protection against this effect.
The FA 50 mg/kg induced damage in habituation memory in young
offspring. Also, It was observed that TNF-o and IL-p levels were
increased in the hippocampus of 18 month old offspring of control and
FA deficiency group. In the FA 10 mg/kg was not observed this
increase. The 2 month old offspring of FA 50 mg/kg group presented
reduction of IL-B level in the hippocampus. It was not observed
alteration of TNF-o and IL-1p in the offspring frontal cértex. Moreover,
in the frontal cortex, it was observed that in 2 month old offspring of FA
10 mg/kg group showed increase of IL-4 and in the FA 50 mg/kg
occured reduction of IL-4. In the frontal cortex of old animals was
observed reduction of IL-4 in the control group, already in the FA 10
mg/kg group, it was observed increase this interleukin. In the
hippocampus, the 2 month old offspring of FA deficiency and FA 50
mg/kg group presented reduction of IL-4 levels. Already the young
offspring of FA 10 mg/kg group presented increase of IL-4 levels.
Altogether, the results indicated that FA supemmentation during
pregnancy can protect the old offspring against the cognitive damage of
aging, that can explain, at least in part, by reduction of TNF-a and IL1-






levels and increase of IL-4 in brain tissue. Also, it was observed that rats
suplemmented with high dose of FA in the pregnancy can provoque
cognitive damage in the young offspring, witch can be explain, at least
in part, by reduction of IL-4 levels in the frontal cortex and
hippocampus.

Keywords: Aging. Habituation memory. Inflammatory process. Folic
acid. Cytokines.






LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Desenho experimental prole jovem adulta............ccccoccoevruennee 52
Figura 2: Desenho experimental prole idosa...........c.ccoevvenreiiieneneneas 54
Figura 3: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou
suplementacdo de acido folico (AF) de mdes durante a gestacdo na
memoria de habitUaGao0. ........ccoov i 57
Figura 4: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementacao
de &cido fdlico (AF) de mées durante a gestacdo nos niveis do fator de

necrose tumoral-o (TNF-

Figura 5: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementagéo
de &cido fdlico (AF) de mdes durante a gestacdo nos niveis de
interleucing 1 (IL-1B)...coieiiiiiiiiiiiii it 59
Figura 6: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementagéo
de &cido fdlico (AF) de mades durante a gestacdo nos niveis de
INEEFEUCING 4 (IL-4) ..o et 60






LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais maternos: fémeas durante a
fase de gestacio € 1actaCao..........cccvvveveriniciniei i 49






LISTA DE ABREVIATURAS

AF — Acido f6lico

AIN 93 - American institute of nutrition-93 (do inglés)
CRP — Potreina c-reativa

DCNT - Doengas crdnicas ndo transmissiveis

DNA — Acido desoxirribonucleico

EUA — Estados Unidos da América

WHO — World health organization

IBGE - Instituto brasileiro de geografia e estatistica
IL - Interleucina

SAM - S-adenosilmetionina

SBNeC - Sociedade brasileira de neurociéncias e comportamento
SNC — Sistema nervoso central

TNF-a — Fator de necrose tumoral o






SUMARIO

LINTRODUGAO. ..ottt 33
1.1 ENVELHECIMENTO.....cccocciititiiiirisien e esre et 33
1.2 ENVELHECIMENTO E MEMORIA..........cooiiererereeeeeeersrene 35
1.3 ENVELHECIMENTO E PROCESSO INFLAMATORIO............. 38
1.4 DEFICIENCIAS NUTRICIONAIS.......oocveeieeveeeeeeeeeeeeeeereen, 40
1.5 DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO.......coomiiiinrininneisieeineienens 41
1.6 DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO E ENVELHECIMENTO....43
L7 JUSTIFICATIVA ..ottt e 45
2 OBIETIVOS. ...ttt sttt 47
2.1 OBJETIVO GERAL......cocvotietetcce ettt e 47
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......c.oocveeeeeeeeeeeeeeeeeee s 47
3 MATERIAIS E METODOS. ......cuveeveviereereieesereiessesesssesesssesesessesessens 48
3.1 ASPECTOS ETICOS......ooiieeeeeeeereeeeeeeeeeeeeesenienses s senasneaneneen 48
3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS......ccoiitiieisee e 48
3.3 DESENHO EXPERIMENTAL.....cciitriiririeiniee e 48
3.3.1 Ratas Wistar durante a fase de gestacao e lactacao....................... 48
3.3.2 Composicdo das racOes (dietas) especiais oferecidas as ratas
LT = 1 TP ORP 49
3.3.3 Suplementagdo de AF para as ratas Wistar durante a fase de
0EStaCAD € laCtACAD. ... evveeeeerieriereere et 50
3.3.4 Controle de Peso Gestacional e consumo de racdo das Ratas
WESTAIS. ...ttt ettt st ettt ne e nre e s 51
3.3.5 Prole Fémea Jovem Adulta de ratas Wistar..........cc.ccoveereivrnriennns 52
3.3.6 Prole Fémea Idosa de ratas Wistar...........ccocovvverveieieneeiesnsnnienns 53
3.4 TESTE MEMORIA DE HABITUACAO AO CAMPO ABERTO.54
3.5 AMOSTRAS BIOLOGICAS.......ooevereeeeeeeeeeeeeevesiee s, 55
3.6 ANALISES BIOQUIMICAS.......c.viimiinrerireisneessessssesssssesesnees 55
3.6.1 Avaliacdo dos niveis de CItOCINGS........ccccvvvervriererereesereee e 55
3.7 ANALISE ESTATISTICA. ...oriiireireeeeesseseesiessssssssesesesesssenes 55
4 RESULTADOS......cootieistet ettt 56
4.1 MEMORIA DE HABITUACAO AO CAMPO ABERTO.............. 56
4.2 NIVEIS DE TNF=0.oucvieeieieeieieieceee e eseesee s, 57
A3 NIVEIS DE IL-1Bu..couieiiiciieeseeeeee et 58
BANIVEISDE IL-4...oocveeeeeeeeeeeeee et 59
5 DISCUSSAD. ...t 65
B CONCLUSAOD........ooiiiiriiieiesiesissiese s 66

REFERENCIAS. ..o oot ee et e et ee e see e eeenenas 67






ANEXOS.....cooimininnrrreeessvesssssssssiossssssss s 85
Anexo A: Carta de aprovagdo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso

de ANIMAIS (CEUA). ...ttt 86
Anexo B: Tabela de composicdo nutricional da Dieta AIN 93 ou
(o0 011 o] [T RO 87
Anexo C: Tabela de composicdo nutricional da Dieta deficiente em
ACIAO TOlICO.....cviiecc e 88

Anexo D: Tabela de composic¢do nutricional da ragdo comum (padréao)
oferecida aos animais N0 BIOterio...........ccccecveeviieie e, 89









33

1 INTRODUCAO
1.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento pode ser amplamente definido como um declinio
funcional dependente do tempo que afeta a maioria dos organismos
vivos, 0 qual tem atraido a imaginagdo e a curiosidade através da
historia da humanidade (L6pez-Otin et al., 2013). Portanto, do ponto de
vista conceitual, o envelhecimento pode ser considerado um processo no
qual ocorrem transformacdes fisicas, psiquicas, bioldgicas e sociais
(Zhang et al., 2014), apresentando uma deteriora¢do progressiva dos
mecanismos de homeostase do cérebro em geral, acompanhado de
declinio cognitivo. Logo, o envelhecimento é um processo biolégico
universal e inevitavel (Bishop et al., 2010; Morrison e Baxter, 2012). Ao
mesmo tempo pode ser entendido como uma etapa do processo natural
da vida, cuja caracteristica principal é a acentuada reducdo da
capacidade de adaptacdo e consequente diminuicdo da expectativa de
vida. Esta condigdo torna o individuo mais vulneravel e predisposto a
morbidades e mortalidade (Borba et al., 2012).

No entanto, os avangos em tecnologia, cuidados de salde e nutricdo,
levaram a um aumento significativo na expectativa de vida dos seres
humanos e animais. Segundo a WHO (2015), a proporcéo de pessoas
com mais de 60 anos estd aumentando e deve chegar a 22% da
populagdo total mundial em 2050. Paises de baixa e média renda vao
experimentar a mudanca demografica mais rapida e dramatica. A
Franga, por exemplo, levou 100 anos para a parcela da populagdo com
65 anos ou mais dobrar 7-14%. Em contraste, paises como o Brasil € a
China com menos de 25 anos alcangardo 0 mesmo crescimento.
Conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —
IBGE (2002), a populacdo de idosos com idade acima de 75 anos ¢ a
que mais cresce no Brasil. Dados mais recentes indicam que a faixa
etaria de 80 anos ou mais é composta por 2.935.585 pessoas (IBGE,
2011), representando 14% da populacdo idosa brasileira. Também
indicam que a populacdo de idosos apresenta uma taxa de crescimento
acima da populacao total, evidenciando que o Brasil esta se tornando um
pais de terceira idade (Tamai, 1997). Estima-se que a partir de 2030, o
total de idosos ultrapassara o nimero de jovens com idades entre 15 e 29
anos, caso as taxas de crescimento se mantenham em tal dinamica (Ipea,
2010).
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Essa alteracdo no perfil etario da populacdo altera o perfil de saude e
as doengas degenerativas cronicas, as incapacidades fisicas e mentais
tendem a ser mais percebidas (Fagundes et al., 2011). Apesar dos
grandes avangos cientificos nessa area, 0s mecanismos moleculares que
representam a interface entre envelhecimento e patologias
neurodegenerativas continuam obscuros. Existe na literatura uma
proposta de que alteragdes celulares, provocadas por fatores ambientais
e ou genéticos, 0s quais acontecem ao longo do envelhecimento
aceleram a progressdo de processos neurodegenerativos com disfungdes
cognitivas (Troulinaki e Tavernarakis, 2005).

Entre as teorias bioldgicas que buscam explicar o processo de
envelhecimento, devem-se ressaltar as teorias estocésticas e sistémicas.
As teorias estocésticas consideram que a perda de fungdes do organismo
é resultado de falhas no processo de reparo de danos em funcdo do
acumulo de macromoléculas defeituosas (Jeckel-Neto e Cunha, 2006). A
exemplo disso, sugere-se a teoria do estresse oxidativo e de radicais
livres, 0s quais possuem uma tendéncia de aumentar com o avango da
idade e desencadeiam, possivelmente, diversos processos patolégicos no
organismo (Syslova et al., 2014). Em contrapartida, as teorias sistémicas
supdem alteracbes de maneira geral nos diversos sistemas do organismo
(Jeckel-Neto e Cunha, 2006).

Segundo Fechine e Trompieri (2012), o processo de envelhecimento
varia entre os individuos, sendo que para alguns ocorre de forma mais
lenta, enquanto para outros € muito rapido. Muitos sdo os fatores que
incidem sobre essas variagdes, tais como o estilo de vida, as condi¢es
socioecondmicas e mesmo as doengas cronicas que cada individuo
apresenta. Portanto, o envelhecimento pode ser descrito como primario,
secundario e terciario, sendo que o primario encampa as caracteristicas
normais do envelhecimento, decorrentes dos fatores genéticos de cada
individuo. O envelhecimento secundario é também chamado de
patoldgico, ja que nele ocorrem doengas que ndo se confundem com o
processo de envelhecimento de forma geral. O envelhecimento terciario
abrange as perdas fisicas e cognitivas acentuadas, causadas pelo
envelhecimento em associacdo com patologias que decorrem da idade
(Jeckel-Neto e Cunha, 2006).

Um estudo indica que estas alteragcBes cognitivas no processo de
envelhecimento, encontram-se entre as principais queixas dos idosos
(Parente, 2006). E essencial destacar que a deméncia vem crescendo
consideravelmente em todo o mundo, sendo extremamente comum em
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individuos idosos. Fator este que aumenta a importancia do
conhecimento sobre a condicdo, o diagnostico precoce e o tratamento
adequado, por meio do monitoramento dos sintomas e de sua evolugéo
em cada individuo. N&o se pode ignorar o fato de que o envelhecimento
populacional atua diretamente sobre o sistema de satde publica. Assim,
0 acompanhamento dos idosos, visando identificar mudancas cognitivas,
é essencial para que as doengas associadas ao envelhecimento possam
ser diagnosticadas e tratadas de forma precoce. Desta forma, evitando
que alcancem o patamar de evolugdo no qual esses individuos perdem
sua identidade e sua capacidade de realizar mesmo as tarefas mais
simples de seu cotidiano, mas que asseguram uma percepcdo de
satisfacdo e utilidade sobre eles préprios (Trindade et al., 2013).

Portanto, apesar das teorias do envelhecimento estar bem
estabelecidas, o conhecimento sobre sua etiologia, bem como da
etiologia das doencas relacionadas ao envelhecimento, é ainda limitado,
em funcéo da caracteristica multifatorial envolvida no desencadeamento
dos mesmos (da Costa et al., 2016). Existem varias teorias que buscam
explicar as alteracdes fisiologicas decorrentes do envelhecimento.
Evidéncias experimentais tém sugerido que as modificacbes do
microambiente do encéfalo senescente estdo associadas ao aumento da
reatividade microglial, inflamag&o crénica (Siqueira et al., 2005; Jurgens
e Johnson, 2010) e declinio cognitivo (Weaver et al, 2002; Yaffe et al.,
2004).

1.2 ENVELHECIMENTO E MEMORIA

A memoria € uma das mais importantes fungBes cognitivas do
homem. Pode-se descrevé-la como esta incrivel habilidade de armazenar
informacgdes e conhecimentos sobre o individuo e 0 mundo que o cerca.
Ela é a base para o desenvolvimento da linguagem, do reconhecimento
das pessoas e dos objetos que encontra-se todos os dias, para saber quem
é e para ter a consciéncia da continuidade da vida (Freitas, 2006).

O processo natural de envelhecimento é caracterizado pelo declinio de
diferentes funcbes cognitivas, como a memoria, a aprendizagem e as
funcBes executivas. Em relacdo a memdria, no decorrer dos anos,
ocorrem alteragBes tanto na aquisicdo quanto na evocacdo de novas
informacdes (Quevedo et al., 2006). Penna (2001) enfatiza que, a nog¢do
de esquecimento esta vinculada a experiéncia de tempo e da capacidade
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de ordenacdo e localizacdo das informacgdes evocadas.

A memoria e a aprendizagem andam juntas sempre, mesmo no
envelhecimento, pois novas informagdes e rotinas sdo inseridas na vida
de cada individuo e elas devem ser armazenadas para uso posterior.
Dentre as memorias mais prejudicadas e que afetam de forma
importante a qualidade de vida dos idosos estd a memédria episddica, a
qual depende do resgate e reconhecimento de informagdes, bem como
da organizacdo de novas estratégias (Avila e Borrino, 2008).

A memoéria explicita inclui memoria episédica, que envolve a
lembranga consciente de eventos e experiéncias, e a memdria semantica
(Tulving, 1987). A meméria episddica permite que se pense de volta no
tempo subjetivo o que Tulving chama de viagem mental no tempo
(Tulving, 2002) e normalmente evoca uma "Lembro-me" resposta. Por
ser distintamente humana, é a forma mais avancada de meméria e é
ontogeneticamente a Ultima a se desenvolver. Esta também parece ser a
mais suscetivel a danos cerebrais e os mais afetados pelo
envelhecimento normal.

O estudo Betula, um projeto longitudinal de 10 anos examinando
memoria e salde em 1000 pessoas entre as idades de 35 e 80 anos,
mostrou uma diminuicdo marcante no desempenho da memoria
episddica com a idade (Nilsson et al., 1997), o que é consistente com o
resultado de outro estudo (Birren et al., 2006). Estas alteragGes séo
provavelmente por causa de disfuncdo relacionada com o
envelhecimento do hipocampo e do cdrtex, uma que a memdria explicita
é largamente codificada no hipocampo, embora outras regides do
cérebro, tais como Varias areas neocorticais, também sdo considerados
envolvidas (Grady et al., 2003).

Dificuldades com a recordacdo livre e ordenacdo temporal em idosos
tém demonstrado estar associadas a déficits na codificacdo e
recuperacdo da informacdo (Daum et al., 1996). Os lobos frontais
desempenham um papel importante na codificacdo de informacdes
(Fletcher et al., 1998; Dolan e Fletcher, 1997). Estudos de ressonancia
magnética funcional tém correlacionado o desempenho da memoria
episddica pobre em pessoas idosas com reducdes na ativacdo do lobo
frontal esquerdo durante a codificacdo inicial da meméria (Stebbins et
al., 2002).

Park e Schwarz (2000) identificam as teorias que, historicamente, tém
sido mais discutidas como potenciais mediadores das diferencas do
envelhecimento no funcionamento cognitivo e podem alterar a eficiéncia
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do processamento, entre eles sdo: (1) diminuicdo da velocidade de
processamento; (2) diminui¢do da memdria de trabalho; (3) diminuicéo
do controle inibitério e; (4) diminuicdo da fungdo sensorial
(principalmente a diminuigdo da acuidade auditiva e visual).

Considerando o efeito da idade em cada etapa da memoria episodica, a
literatura tem sido controversa. Alguns autores defendem que os adultos
mais velhos recuperam menos informagGes comparativamente com 0s
jovens devido as dificuldades na fase de codificagdo. Isto deve-se a uma
lentificacdo do processamento mental (Park e Festini, 2016), a utilizagdo
ineficaz de estratégias de codificacdo (por exemplo, mneménicas ou
repeticdo sub-articulatéria da informagdo) ou a um compromisso
atencional que dificulta a captacdo da informacao apresentada (Glisky,
2007).

Logo, as alteragBes sensoriais (Malloy-Diniz et al., 2008; Correa,
2008), alteracdes de atencdo (Kallus et al., 2005) e alteragdes no lobo
frontal (Possin et al., 2009) no envelhecimento podem alterar a
eficiéncia da memodria e da aprendizagem.

E importante salientar ainda a existéncia da relag&o entre as alteracdes
dendriticas e os efeitos pos-sinapticos dos neutotransmissores.
AlteracGes neuronais que ocorrem durante o envelhecimento tem um
profundo efeito sobre a distribuicdo de neurofilamentos e impacto
importante  sobre  pardmetros  colinérgicos,  serotonérgicos,
dopaminérgicos e glutamatérgicos. Alteracbes nesses sistemas
modificam o0s mecanismos subjacentes aos processos cognitivos
predispondo a disfun¢des (Gazzaley et al., 1996; Morrison et al., 1997,
Hof et al., 2002).

No geral, o envelhecimento em seu desenvolvimento normal esta
associado com uma diminuicdo relativamente seletiva na memdria
episddica e na funcdo executiva, enquanto memorias tanto semanticas e
implicitas sdo poupadas. E importante esclarecer que a memdria
episddica requer a atividade do lobo frontal para a codificacdo e
recuperacdo, de modo que a disfuncdo do lobo frontal parece
desempenhar um papel particularmente importante no declinio cognitivo
com o envelhecimento normal. E importante notar que o declinio
cognitivo relacionado com a idade tem implica¢fes importantes para 0s
idosos, porque a cognicdo é fortemente preditivo para deméncia
(McGuire et al., 2006), e o declinio no funcionamento executivo parece
especialmente relevante nesse sentido (Cahn-Weiner et al., 2002; Royall
et al., 2005; Johnson et al., 2014).
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O prejuizo de memdria é o evento clinico de maior magnitude para o
diagndstico de deméncia. Estudos epidemioldgicos apontam que 0s
idosos que apresentam declinio da capacidade cognitiva tendem a
desenvolver doenca de Alzheimer de forma mais frequente, com énfase
nos idosos com déficit de meméria episddica (Trindade et al., 2013).

Outros estudos também apontam que a neuroinflamacgéo pode ser um
mecanismo subjacente importante no declinio cognitivo em idosos,
conforme demonstrado por evidéncias de pesquisas sobre a associagdo
entre 0s niveis sistémicos de marcadores inflamatérios para disfuncéo
cognitiva relacionada com a idade (Cunningham, 2011; Park e Festini,
2016; Yinet al., 2016).

1.3 ENVELHECIMENTO E PROCESSO INFLAMATORIO

O processo inflamatério é um mecanismo de protecdo e permite que o
corpo se defenda de agentes agressores, como também a remogdo de
células necroticas e outros fragmentos celulares, assim restaurando
tecidos e drgdos. Este processo € sempre um evento desejavel que
consiste na resposta organica diante de lesdo tissular ou infec¢do que
induz uma sequéncia de eventos coletivamente conhecida como resposta
inflamatoria. Essa complexa reacdo do sistema imune inato em tecidos
vascularizados envolve: vasodilatacdo (arteriolar e venular); aumento de
permeabilidade vascular; edema e extravasamento de plasma e
proteinas; acumulo e ativagdo de leucécitos no sitio inflamado. Por
outro lado, pode acontecer que ao fazer esta resposta aos
microorganismos invasores, podera tornar incontrolavel e causar danos a
tecidos saudaveis (Tilley et al., 2001; Carvalho e Carvalho, 2007).
Diversos estudos tém proposto que as disfunc@es inflamatdrias estao
associadas a transtornos psiquiatricos e neurodegeneracdo em modelos
animais e pacientes (Theoharides e Zhang, 2011; Onore et al., 2012).

As citocinas sdo peptideos produzidos e liberados pelas células
imunes, capazes de interferir no metabolismo de sistemas de
neurotransmissores, nas atividades neuroendédcrina e neuronal, na
regulacdo do crescimento e da proliferacdo das células da glia (Barbosa
et al., 2009). As citocinas sdo produzidas por inimeros tipos de células
no sitio da lesdo, bem como por células do sistema imunolégico, através
da ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitdgenos (Oliveira et al.,
2011). Normalmente, as citocinas atuam no organismo a fim de
combater diversos patdégenos. No sistema imune elas reconhecem
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particulas invasoras, bem como participam de respostas adaptativas ou
reacOes homeostaticas (Avitsur e Yirmiya, 1999; Aderem e Ulevitch,
2000).

Evidéncias apontam que, os aspectos genéticos influenciam a
producdo de fatores inflamatorios e de que, em idosos, ocorre um
processo inflamatério basal caracteristico do envelhecimento e
influenciado pela genética, denominado inflammaging (Mishto 2003;
Giunta 2006; Goto 2008; Tonet et al., 2008; Macedo et al., 2009;
Wagpner et al., 2016; Minciullo et al. 2016). Ha a necessidade de melhor
compreender estes fendmenos quando associados. No inflammaging,
identifica-se a elevacao dos niveis de citocinas inflamatérias como, por
exemplo, a interleucina-6 (IL-6), proteina C reativa (CRP), IL-1p e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-o) (Franceschi et al., 2000; Sakuma e
Yamaguchi, 2013; Minciullo et al. 2016). O inflammaging pode
modular o fenétipo e a reatividade da microglia e contribui para uma
inflamagdo de baixo grau do cérebro (Franceschi et al., 2000; von
Bernhardi et al., 2010; Wagner et al., 2016).

Alguns estudos relacionam marcadores de inflamagédo a cognicdo. A
maior parte destes estudos sdo baseados em dados utilizando o soro de
idosos para avaliar os niveis de IL-6 e os niveis de CRP. A relacdo é
consistente em grandes estudos longitudinais, associando maior CRP e
niveis IL-6 com declinio cognitivo (Weaver et al., 2002; Yaffe et al.,
2000). A ativacdo microglial também tem sido associada com doencas
do cérebro (Najjar et al., 2013). A Microglia é uma célula imune
residente do sistema nervoso central (SNC) ativada em resposta a lesdo
cerebral (Stertz et al., 2013). A ativacdo microglial pode induzir a
libertacdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo interleucina IL -1,
IL-6 e TNF -a, levando a lesdo e perda neuronal (Zhao et al., 2014; Réus
etal., 2015).

O envelhecimento é acompanhado pela senescéncia das células da
microglia, as quais perdem a funcdo protetora e se tornam mais
suscetiveis a ativacdo. Entre os estimulos que podem ativa-las
encontram-se a deposi¢do anormal do peptideo B-amildide e a forma
patogénica da a-sinucleina que aparecem com o0 avancar da idade
(Williams et al., 1992).

Ha evidéncias de que mecanismos inflamatérios estdo envolvidos na
patogénese de doencas neurodegenerativas do idoso e riscos de
comprometimento cognitivo, sendo que, ja foi encontrada a PCR dentro
e em torno de placas beta-amiléide nos cérebros dos pacientes com
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deméncia. Também, demonstra evidéncias de ser um sensivel marcador
da inflamag&o sistémica de baixo grau, aumenta as concentragdes séricas
de PCR, sendo associada com diminui¢do da cogni¢do, aumento do
risco de deméncia vascular e doenca de Alzheimer (Komulainen et al.,
2007).

1.4 DEFICIENCIAS NUTRICIONAIS

A alimentacdo dos individuos demanda acentuada qualidade
nutricional para que as necessidades de nutrientes e energia do
organismo sejam atendidas, de acordo com sexo, idade, padrdo de
atividades fisicas e medidas corporais que apresentam. Quando se define
uma dieta especifica para um individuo, suas caracteristicas precisam ser
consideradas para que a definicdo adequada de nutrientes seja
preconizada (Hickson, 2006; Padovani et al., 2006; Wells e Dumbrell,
2006). Nos paises em desenvolvimento, a desnutricdo vem sendo
percebida de forma muito acentuada, considerando-se que 0 acesso a
uma alimentacdo saudavel, equilibrada e livre de agentes que causam
prejuizos a salde ainda é muito limitado. No geral, existe a preferéncia
pelo consumo elevado de calorias, sem preocupacdes com 0s impactos
desse tipo de alimentagdo sobre a salide em médio e longo prazo (Acufia
e Cruz, 2004; Miller e Krawinkel, 2005).

Como novos conhecimentos surgem na area de forma frequente, estes
precisam ser considerados sempre que se destaca uma nova dieta ou
quando se procede da revisao de uma dieta em andamento, ja que tanto a
deficiéncia quanto o excesso de consumo de alguns nutrientes podem
ser prejudiciais e trazer efeitos adversos ao organismo dos individuos. A
desnutricdo pode ser caracterizada como um estado do individuo que
recebe nutrientes em quantidade insuficiente ou inadequados. Essa
condicdo pode ser causada pela falta de um ou mais nutrientes
(subnutricdo), ou pelo excesso de nutrientes (supernutri¢cdo). De forma
geral, a desnutricdo encampa o estado de subnutricdo, cujo uso é mais
comum na literatura e, assim, trata-se de um conceito mais disseminado
e aceito entre diferentes autores que estudam o tema (Acufia e Cruz,
2004; Padovani et al., 2006; Hickson, 2006).

A subnutricdo em pacientes idosos costuma ser diagnosticada de
forma falha e muitos médicos afirmam que necessitam de mais
informacBes e preparacdo a respeito da condicdo nutricional em
pacientes idosos (Wells e Dumbrell, 2006, Padovani et al., 2006). Quase
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dois tercos das internacdes em geral e agudas em hospitais sdo de
pessoas com mais de 65 anos, enquanto pessoas com mais de 75 anos
tendem a ficar internadas por mais tempo. Muitos pacientes idosos tém
maior risco de subnutricdo quando comparados com outras populacoes
adultas. Estima-se que entre 2% e 16% de individuos institucionalizados
apresentam deficiéncia nutricional no que tange proteinas e calorias. Se
as deficiéncias de minerais e vitaminas forem consideradas na
estimativa, a subnutricdo em idosos acima de 65 anos pode ser maior do
gue 35% (Hickson, 2006; Wells e Dumbrell, 2006; Sousa e Guariento,
2009).

E preciso compreender que a desnutricio ndo é um resultado
inevitdvel do envelhecimento, porém, muitas mudangas associadas ao
processo de envelhecimento podem levar a desnutri¢cdo. Por exemplo, o
envelhecimento esta associado com quedas na acuidade do paladar e
olfato, deterioragdo da salde dentaria e reducdo das atividades fisicas, o
que pode afetar a absor¢do de nutrientes. Qualquer mudancga na absorgédo
de nutrientes pode levar a desnutricdo, com potencial de causar
consequéncias sérias (Hickson, 2006; Padovani et al., 2006; Sousa e
Guariento, 2009).

1.5 DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO

O 4cido folico (AF) trata-se de uma vitamina, também conhecida
como vitmaina B9, presente em diferentes alimentos e que passa por
modificacBes em sua estrutura quando exposta por tempo prolongado ao
oxigénio do ar ou temperaturas elevadas, de modo que sua agdo no
organismo também podera ser impactada. O AF participa de processos
essenciais do corpo, como a formacdo e multiplicacdo de células,
inclusive as células sanguineas, atua diretamente sobre as células de
defesa do organismo e na formacdo de proteinas (Kruman et al., 2002;
Reynolds, 2002; Uehara e Rosa, 2010).

O folato pode ser obtido através do consumo de folhas verdes,
legumes, feijdes, frutas citricas, figados e graos integrais. Destaca-se
que diferentes reacBes bioquimicas se fazem necessarias para que o
folato da dieta ou 0 AF dos suplementos sejam convertidos na forma
biologicamente ativa. De 85% a 95% do AF séo realmente absorvidos,
enquanto a absorcdo do folato da dieta alcanca apenas 50%. O AF é tdo
relevante para a salde dos individuos, que os governos de diferentes
paises vém definindo a obrigatoriedade da fortificacdo da farinha com
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AF e, em muitos casos, estudos conduzidos ap6s o estabelecimento
dessa medida demonstram que uma série de condi¢des relacionadas a
salde de individuos de diferentes idades foram alteradas de forma
positiva (Duthie, 1999, Jacques et al., 1999; Kruman et al., 2002;
Hickson, 2006).

O AF encontrado nos alimentos apresenta-se sob a forma de
poliglutamato, devendo ser convertido em monoglutamato antes de sua
absorcao pelo organismo. Na forma de suplemento, o AF é mais estavel
e ja se encontra na forma adequada para a absorcdo, que ocorre
rapidamente. Nesse sentido, a biodisponibilidade de AF para a absor¢éo
intestinal é de 60%, enquanto no caso de suplementos ou alimentos
enriquecidos ela chega a 98% (De Wals et al., 2007; Uehara e Rosa,
2010).

Estudos sobre dados clinicos e epidemioldgicos apontam para o fato
de que pessoas com baixos niveis de acido folico e elevados niveis de
homocisteina apresentam maior risco de desenvolver a doenca de
Alzheimer, porém, 0 mecanismo que leva a essa ocorréncia ainda ndo se
encontra totalmente esclarecido. A deficiéncia de AF em humanos vem
sendo relacionado com a anemia megaloblastica, defeitos no tubo neural
de neonatos e problemas cardiacos. Pois o AF é crucial para a sintese e
reparacdo normal do DNA. A deficiéncia de AF pode causar um
desequilibrio nos precursores de DNA, falta de incorporacdo de uracila
ao DNA, bem como quebra dos cromossomos (Duthie, 1999; Kruman et
al., 2002; Reynolds, 2002; De Wals et al., 2007; Santos e Pereira, 2007).

A deficiéncia de AF também pode estar relacionada ao
desenvolvimento de céncer, com maior incidéncia no colo do Utero,
pulm@es, mama e colorretal (Duthie, 1999; Persad et al., 2002; De Wals
et al., 2007). Além disso, a deficiéncia de AF pode estar relacionada ao
desencadeamento de depressdo e deméncia tipo doenca de Alzheimer
(Aradjo et al., 2015). Também foi observado ser protetor em modelos
animais de depressdo, esquizofrenia e transtorno bipolar e meningite
(Brocardo et al., 2008a, b; Brocardo et al., 2009; Brocardo et al., 2010;
Budni et al., 20123, b; Budni et al., 2013; Barichello et al., 2015; Zugno
et al., 2016).

O AF é tdo relevante para o0 organismo, que cada vez mais estudos
destacam a necessidade da complementacdo do mesmo na alimentagédo
de individuos de todas as idades, inclusive idosos. A relacdo entre a
condicdo do estado do folato na mde e o risco de fechamento
inadequado do tubo neural ja foi bem esclarecida. O tratamento com 400
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ug ou mais de acido félico reduz significativamente os riscos desses
defeitos (Reynolds, 2002; Andrés et al., 2004; Santos e Pereira, 2007).
Portanto, quando os folatos ndo sdo consumidos em quantidade
suficiente pode ocorrer o envelhecimento cerebral, tendo consequéncia
sobre o humor e as fungdes cognitivas dos individuos. A associacao
entre deficiéncia de folato e depressdo e deméncia é bastante clara, com
énfase em pacientes epiléticos, neuroldgicos, psiquiatricos, geriatricos e
psicogeriatricos (Reynolds, 2002; Santos e Pereira, 2007). Nesse
sentido, mulheres que planejam engravidar devem receber doses diarias
de AF, seguindo as recomendacGes médicas adequadas, como forma de
evitar a ocorréncia de defeito no tubo neural em seus filhos e outras
consequéncias, sendo que o periodo minimo recomendado seria de dois
meses antes de engravidar e durante o primeiro trimestre da gestacdo
(De Wals et al., 2007; Santos e Pereira, 2007).

Nos Paises Baixos ndo existe permissdo para a fortificacdo de
alimentos com AF, em funcéo da preocupacdo com a populacgdo idosa,
ja que o AF em altas concentragBes poderia mascarar 0s sintomas da
falta de vitamina B-12 associados com anormalidades neuroldgicas,
levando a um atraso no diagndstico e potencial progressdo de
anormalidade neuroldgicas resultantes dessa deficiéncia (Jacques et al.,
1999; Andrés et al., 2004).

1.6 DEFICIENCIA DE ACIDO FOLICO E ENVELHECIMENTO

A deficiéncia de AF pode facilitar diversas doencas relacionadas ao
envelhecimento, tais como doengas coronarianas, derrame e diferentes
tipos de cancer (Van Ort et al., 2003). A deficiéncia de AF dificulta o
reparo do DNA e, assim, pode levar a danos acentuados no DNA de
células mitéticas. A hiperhomocisteinemia é uma consequéncia da
deficiéncia de AF e contribui para a patogénese de doencas
cardiovasculares, derrame e possivelmente doenca de Alzheimer e
Parkinson. A deficiéncia de vitamina B12 ocorre de forma frequente
entre idosos, porém, muitas vezes ndo é reconhecida devido ao fato de
que as manifestacBes clinicas sdo sutis. Porém, a condicdo €
potencialmente grave, principalmente da perspectiva neuropsiquiatrica e
hematoldgica. As causas dessa deficiéncia costumam ser absorcédo
insuficiente de cobalamina dos alimentos (>60% dos casos), anemia
perniciosa (15% a 20% dos casos), dieta inadequada e absorcao falha do
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organismo (Van Ort et al., 2003; Andrés et al., 2004; Uehara e Rosa,
2010; Coussirat, 2010).

Diante disso, percebe-se que a deficiéncia nutricional entre os idosos
tende a ser elevada e grave, ndo sendo possivel citar apenas um tipo de
nutrientes, mas diversos deles como sendo necessarios, porém
consumidos em quantidades inadequadas ou em casos em que O
organismo ndo consegue proceder da correta absor¢do. Assim, 0s
cuidados e a atencdo aos fatores nutricionais dos idosos precisam ser
acentuados e continuos (Eussen et al., 2006; Uehara e Rosa, 2010;
Walker et al, 2012).

As causas do deficiéncia do AF sdo diversas (Araujo et al., 2015).
Entre ela a principal envolve a absorcdo intestinal reduzida desta
vitamina (de Benoist, 2008), que pode ser uma consequéncia da atrofia
gastrica, que € uma inflamacéo cronica do estbmago que afeta entre 20-
50% do individuos com idade acima de 60 anos. Isso induz atrofia
gastrica com consequente reducdo da secrecdo de acido cloridrico
(Allen, 2009; Selhub et al., 2000). Outras doencas podem afetar a
estrutura e funcdo do estdmago ou intestino delgado e sdo muito
prevalentes em idosos contribuindo para a deficiéncia de AF, como:
doenca inflamatoria do intestino, diverticulose, doenca celiaca ressecgao
intestinal ou gastrica (Hughes et al., 2013; Robins Wahlin et al., 2001).
Outras causas de deficiéncia de AF em idosos é o declinio da funcao
sensorial e apetite (Hughes et al., 2013; Reynolds, 2006), disfagia e
mastigacdo prejudicada (Agarwal et al., 2013), os quais estdo
relacionados ao envelhecimento. Entédo, a reducéo da absorcéo do folato
intestinal pode ser devido a gastrite atrofica, reducao da ingesta na dieta,
consumo de farmacos (particularmente aqueles que causam
hipocloridria, uma reducéo de acido no estdmago) e elevada ingestdo de
alcool aumentam a susceptibilidade dos individuos idosos
desenvolverem deficiéncia de AF quando compado aos adultos jovens
(Aradjo et al., 2015).

Evidéncias tem mostrado uma relacdo entre a deficiéncia plasmatica
de AF e dano cognitivo, indicando deficiéncia geral e especifica nas
funcBes cognitivas como atencdo, meméria episddica e visuospacial ou
raciocinio abstrato em individuos com idade igual ou maior de 60 anos
(Michelakos et al., 2013). Além disso, Ravaglia et al. (2005) mostrou
que deficiéncia de AF pode ser um fator de risco para o individuo idoso
em desenvolver a doenca de Alzheimer. Alguns estudos também
mostram que ha uma forte associacdo entre os niveis de AF e 0 risco
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para desenvolver a depressdo em individuos idosos, embora a qualidade
destes estudos ainda seja limitada. Portanto, a deficiciéncia de AF pode
estar associada como o desenvolvimento da depressédo (Bottiglieri et al.,
2000; Tiemeier et al., 2002; Kim et al., 2008; Beydoun et al., 2010).

A dieta deficiente de AF, pode afetar o fenotipo da prole em modelos
animais, bem como, aumentar o risco em desenvolver doencas na vida
tardia. A quantidade de doadores de grupamentos metila na dieta
materna é especialmente critica no desenvolvimento embridnico por
afetar a metilacdo de DNA em modelos animais. Neste sentido, AF, o
gual ultimamente transfere grupos metila para a metilagdio do DNA,
influencia a metilacdo do DNA durante o periodo de desenvolvimento
embrionario, que € particularmente vulneravel a disponibilidade
reduzida de grupamentos metila. Portanto, durante o envelhecimento, a
metilacdo do DNA gendmico e de genes especificos pode ser alterada de
maneira tecido-especifica. Os niveis de AF podem modificar a metilacdo
do DNA em idosos. Portanto, o envelhecimento e a deficiéncia de AF
podem sinergisticamente promover uma alteracdo epigenética nas
células podendo susceptibiliza-las ao desenvolvimento de doengas
(McKay et al., 2004; Kim et al., 2009). Portanto, especula-se se 0 AF
durante a gestacdo pode interferir na cognicdo de individuos na idade
adulta ou idosa (Shea e Rogers, 2014).

1.7 JUSTIFICATIVA

Este estudo justifica-se em funcéo da relevancia da nutricdo adequada
das gestantes, através de dieta apropriada, a fim de prover melhor
desenvolvimento da prole, protegendo-a de problemas degenerativos,
inibindo-os ou postergando sua manifestacdo, permitindo aumento na
qualidade de vida dos individuos, com énfase naqueles que ja
apresentam mais de 65 anos de idade (Eussen et al., 2006; Uehara et al.,
2010; Walker et al., 2012; Almeida et al., 2012).

Né&o obstante as particularidades de cada gestante, entende-se que a
dieta a elas dirigida deve conter o AF, que apresenta-se como
componente nutricional de grande relevancia, essencial para o
desenvolvimento dos fetos, para o crescimento do individuo e o
envelhecimento saudavel. O estilo de vida da populacdo mundial atual
reflete diretamente sobre a dieta das gestantes, que tende a ser
inadequada e deficiente, traduzindo-se como uma das principais causas
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dos problemas de salde da geracdo adulta e idosa (Van Ort et al., 2003;
Andrés et al., 2004).

Diante das dietas maternas oferecidas durante a gestacao, este trabalho
procura avaliar se o efeito da dieta com deficiéncia ou suplementacdo de
AF interfere em pardmetros cognitivos e inflamatérios na prole fémea
adulta e idosa.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros de memoria e inflamag&o na prole adulta e idosa
de ratas Wistar com deficiéncia ou suplementacéo de AF na gestacao.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a memodria de habituacdo através do teste memoria de
habituacdo ao campo aberto na prole adulta e idosa de ratas Wistar com
deficiéncia ou suplementacéo de AF.

Auvaliar niveis de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-4) no cértex frontal e

hipocampo na prole adulta e idosa de ratas Wistar com deficiéncia ou
suplementacdo de AF.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com as recomendag0es internacionais para o cuidado e o uso de animais
de laboratério, além das recomendagBes para 0 uso de animais da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e comportamento (SBNeC). O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense a partir do protocolo 100-
2014-01 (Anexo A) e os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com diretrizes do CONCEA.

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

No presente estudo foram utilizados 80 animais. Uma prole de ratos
Wistar fémeas jovens adultas (2 meses) e idosas (18 meses) obtidas da
coldnia de reproducdo do biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram aclimatados as condicdes de laboratério
a teperatura ambiente antes do experimento e mantidos sob condicdes
padrdo de um ciclo luz/escuro de 12 h de luz com comida e agua ad
libitum, em caixas de plastico com acomodacdo macia. Todos 0s
procedimentos foram realizados das 07h00min as 17h00min.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

3.3.1 Ratas Wistar durante a fase de gestacao e lactacéo

O estudo utilizou um total de 50 ratas Wistar adultas virgens que
foram mantidas cada uma com um rato Wistar macho adulto para
acasalamento durante sete dias. A partir do primeiro dia de contato com
o macho, as ratas foram separadas aleatoriamente em cinco grupos
experimentais maternos (n= 10), onde receberam dois tipos de dieta
(racdo) especial: dieta American Institute of Nutrition-93 (AIN 93 -
também denominada dieta controle) e dieta deficiente em AF. As
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fémeas que receberam a dieta AIN 93 ainda foram subdividas em trés
grupos para que, além desta ragdo, recebessem a suplementagdo com AF
nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg, totalizando assim, os cinco grupos
experimentais maternos (Tabela 1).

Apbés o acasalamento, todas as ratas permaneceram isoladas e
continuaram recebendo a dieta previamente determinada durante todo
periodo gestacional (21 a 28 dias) e lactacional (21 dias). Utilizou-se um
namero significativo de fémeas devido ao fato de que o estresse gerado
pela oferta de uma nova dieta durante a gestacao e lactacdo, associado a
manipulacdo dos animais, e ao proprio periodo gestacional, pode
provocar aborto ou canibalismo por parte das maes logo ap6s o
nascimento dos filhotes (Desantis e Schmaltz, 1984). As ratas que ndo
ficaram prenhas foram desconsideradas deste estudo apds 21 a 28 dias
de acompanhamento.

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais maternos: fémeas durante a fase de
gestagdo e lactagéo.
GRUPOS
1. Dieta AIN 93 ou controle
2. Dieta deficiente em &cido fdlico (AF)

3. Dieta AIN 93+suplementacao de acido folico 5mg/kg (AF

5mg/kg)

4. Dieta AIN 93+suplementacao de 4cido fdlico 10mg/kg (AF
10mg/kg)

5. Dieta AIN 93+suplementacao de acido folico 50mg/kg (AF
50mg/kg)

Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

3.3.2 Composicao das racdes (dietas) especiais oferecidas as ratas
Wistar

Neste estudo, utilizou-se dois tipos de racdo (dieta) especial: dieta
AIN 93 ou controle e a dieta deficiente em AF. Estas racBes foram
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confeccionadas e fornecidas pela empresa PragsolucGes Biociéncias.
Estas ragbes foram oferecidas as ratas dos grupos experimentais
maternos, durante todo periodo de gestagdo e lactacao.

Conforme orientagcBes do fabricante, a racdo AIN 93 foi escolhida
como dieta controle, pelo fato de ser preparada apenas com ingredientes
purificados, onde o amido é amido puro, a sacarose € sacarose € 0 6leo é
somente Oleo de soja. Desse modo, foi possivel saber exatamente quais
foram os componentes de cada fracdo de macronutrientes (carboidratos,
lipidios e as proteinas), além das vitaminas e minerais. Ja a ragéo
deficiente em AF foi preparada a partir da racdo AIN 93, contendo 0s
mesmos ingredientes purificados, porém o mix de vitaminas é isento de
AF. As tabelas de composicdo nutricional das dietas encontra-se em
anexo: AIN 93 (Anexo B), deficiente em AF (Anexo C) e dieta comum
(padrao) do Biotério (Anexo D).

Também é importante salientar que ndo se optou pela ra¢cdo comum do
Biotério como dieta controle neste experimento, por trés motivos.
Primeiramente, o fato da dieta deficiente em AF ser elaborada somente a
partir da dieta AIN 93 que contém ingredientes purificados. Em segundo
lugar, o fato da racdo comum ndo ser purificada, apresentando um
padrdo nutricional diferente, inclusive em relagdo a fonte proteica que é
de origem vegetal quando comparada a proteina da racdo AIN 93
(origem animal). Adicionalmente, a racdo comum é preparada com
ingredientes integrais como o milho em grdo que contém fracdes de
amido, 6leo de milho, além de proteina, vitaminas e minerais misturados
no mesmo grdo e, assim, ocorre com 0s demais ingredientes da racéo.
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 concentragdo, dificultando ainda mais a eliminacdo total
do AF para obter-se a racdo deficiente nesta vitamina.

3.3.3 Suplementacdo de AF para as ratas Wistar durante a fase de
gestacdo e lactacéo

As ratas Wistar que receberam a dieta AIN 93 foram divididas em
cinco grupos, conforme jad demonstrado na Tabela 1, para
suplementacdo com AF. O AF suplementado nas doses de de 5, 10 e 50
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mg/kg foi solubilizado em &gua em um volume de 1ml/100g e
administrado por via oral (v.0.) uma vez ao dia, durante toda a fase de
gestagdo e lactagdo. A dose de suplementacdo foi administrada
conforme respectivo peso de cada rata, de acordo com Brocardo et al
(2010) e Budni et al (2013).

3.3.4 Controle de Peso Gestacional e consumo de racéo das Ratas
Wistars

O peso da racdo (dieta) oferecida as ratas foi monitorado duas vezes
por semana (segundas e quintas-feiras) durante todo periodo de
administragdo da dieta. A partir do primeiro dia de contato com o
macho, o casal inicialmente recebeu 300g de ragdo conforme a dieta
determinada: AIN 93 ou deficiente.

Durante o acasalamento, foi calculada a média do consumo de ragéo,
visto que os animais estiveram em dois na mesma caixa e consumiram a
mesma dieta. Apds o acasalamento, as ratas permaneceram isoladas
recebendo a quantidade suficiente para completar os 300g de ragdo
especial, duas vezes por semana.

O peso das fémeas também foi monitorado semanalmente (sextas-
feiras) durante todo periodo gestacional. Utilizou-se uma balanga (marca
Balmak) disponivel no Biotério, sendo que um béquer de plastico foi
colocado sobre a balanca e a mesma foi tarada, para posterior pesagem
das fémeas individualmente no béquer. O controle de peso durante estas
fases foi importante para o acompanhamento de ganho ou perda de peso
conforme a dieta oferecida as fémeas mées.

Ainda foi realizada a contagem do nimero total de filhotes ao nascer
de cada gestante conforme sua dieta previamente determinada.
Salientamos que apds o nascimento da prole, todos os filhotes (machos e
fémeas) permaneceram junto a mae para a amamentacgéo por 21 dias e as
maes continuaram recebendo a mesma dieta oferecida na gestacéo até o
final da lactacdo. Logo ap6s o desmame, a prole foi submetida a
sexagem e o nimero de filhotes machos e fémeas também foi levado em
consideracdo, de acordo com a dieta materna. Os filhotes machos serdo
utilizados em outros experimentos.
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3.3.5 Prole Fémea Jovem Adulta de ratas Wistar

Imediatamente ap6s o0 nascimento da prole, o peso dos filhotes fémeas
foi coletado por meio de uma balanca (marca Balmak) situada no
Biotério. Posteriormente, o peso da prole fémea continou sendo
acompanhado aos 21, 30 e 60 dias de vida dos animais.

A prole fémea, ao chegar a fase adulta, foi dividida em grupos
conforme a dieta materna, totalizados 5 grupos experimentais, ou seja:
dieta AIN 93, dieta deficiente de AF, dieta AIN 93 + AF 5 mg/kg, dieta
AIN 93 + AF 10 mg/kg e dieta AIN 93 + AF 50 mg/kg. Cada grupo
experimental contou com 10 animais, sendo 5 grupos experimentais,
totalizando 50 animais para o grupo da prole de ratas Wistar jovens
adultas. Ressalta-se que logo ap6s o desmame foi introduzida racéo
padrdo do Biotério (CPB) e agua ad libidum para estes animais até
completarem 2 meses. Salienta-se que a prole de machos adultos das
ratas Wistar foi destinada a outro grupo de pesquisa do mesmo
Laboratério.

Ratos Wistar (n° 50) ap6s acasalamento
Dieta AIN 93 + AF Dieta AIN 93+AF Dieta AIN 93+ AF
Dieta defi te (AF
Dieta AIN 83 (5 mg/kg) (10 mglkg) (50 mag/kg)

Gestagdo (21, a 28 dias)

Nascimento da prole e contagem dos filhotes

N Lactagdo e desmame dos filhotes (21 dias)

Ratas Wistar Ratas Wistar Ratas Wistar
adulto jovem adulto jovem adulto jovem

|

Ratas Wistar
adulto jovem

Ratas Wistar
adulto jovem

Dieta CPB

Teste
comportamental

Decapitagdo,

Dieta CPB Dieta CPB Dieta CPB Dieta CPB

Teste
comportamental comportamental

Teste
comportamental

Decapitagdo, Decapitagdo, Decapnac_éo.
dissecacdo dissecagso dissecagdo

Decapitagéo,
dissecagdo

dissecagdo

Estruturas
cerebrais: cortex
pré-frontal e
hipocampo

Estruturas Estruturas Estruturas
cerebrais: cortex cerebrais: cortex cerebrais: cortex cerebrais: cortex
pré-frontal e pré-frontal e pré-frontal e pré-frontal e
hipocampo hipocampo hipocampo hipocampo

Analises Analises Analises Analises
bioquimicas bioquimicas bioquimicas bioquimicas

Figura 1: Desenho experimental da prole adulta jovem.
Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

Estruturas

Analises
bioquimicas
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As ratas Wistar foram separadas aleatoriamente em cinco grupos
experimentais maternos (n= 10), onde receberam dois tipos de dieta
(racdo) especial - dieta AIN 93 (dieta controle) e dieta deficiente em
acido folico - durante todo periodo gestacional (21 a 28 dias) e
lactacional (21 dias). As fémeas que receberdo a dieta AIN 93 ainda
foram subdividas em trés grupos para que, além desta racéo, recebessem
a suplementacdo com AF nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg (v.0.),
totalizando assim, 0s cinco grupos experimentais maternos. O peso
gestacional, o consumo de racdo das ratas, bem como o nimero de
filhotes foi considerado. Apés a fase de amamentacdo, a prole
continuou dividida conforme a dieta das maes, porém receberam a dieta
padrdo do biotério. Assim que completaram 2 meses foi realizado o teste
comportamental (teste de memoria de habituacdo ao campo aberto), logo
apos foram submetidas a eutanasia, dissecadas e retiradas as seguintes
estruturas: cortex frontal e hipocampo. Posteriormente, foram realizadas
as analises bioquimicas para avaliar os niveis de citocinas: TNF-a, IL13
e lL-4.

3.3.6 Prole Fémea ldosa de ratas Wistar

Imediatamente ap6s o nascimento da prole, o peso dos filhotes fémeas
foi coletado por meio de uma balanga (marca Balmak) situada no
Biotério. Posteriormente, o peso da prole fémea continou sendo
acompanhado aos 21, 30, 60 e 540 dias de vida dos animais.

A prole fémea, ao chegar a fase idosa, foi dividida em grupos
conforme a dieta materna, totalizados 3 grupos experimentais, ou seja:
dieta AIN 93, dieta deficiente de AF, dieta AIN 93 + AF 10 mg/kg.
Cada grupo experimental contou com 10 animais, sendo 3 grupos
experimentais, totalizando 30 animais para o grupo da prole de ratas
Wistar idosas. Ressalta-se que logo apds o desmame foi introduzida
racdo padrao do Biotério (CPB) e 4gua ad libidum para estes animais até
completarem 18 meses.
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Ratos Wistar (n° 50) apés acasalamento

Dieta AIN 93 Dieta deficiente (AF) Dieta AIN 93+AF
(10 mg/kg)

1
Gestacgéo (21 a 28 dias)
Nascimento da prole e contagem dos filhotes

Lactacdo e desmame dos filhotes (21 dias)
Ratas Wistar
adulto jovem

Ratas Wistar
adulto jovem

Ratas Wistar
adulto jovem

Dieta CPB Dieta CPB Dieta CPB
Teste

comportamental

Teste
comportamental

Teste
comportamental

Decapitacgéo,

Decapitacéo,
dissecagdo

Decapitagéo,

dissecacdo dissecacdo

Estruturas
cerebrais: cortex
pré-frontal e
hipocampo

Estruturas
cerebrais: cértex
pré-frontal e
hipocampo

Estruturas
cerebrais: cértex
pré-frontal e
hipocampo

Analises
bioquimicas

Analises
bioquimicas

Analises
bioquimicas

Figura 2: Desenho experimental prole idosa.
Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

Para o envelhecimento dos animais foi escolhida apenas a dose de 10
mg/kg do AF, pois a curva foi realizada com o intuito de escolher a dose
com melhor efeito no comportamento e na bioquimica das ratas joves. E
a dose escolhida, baseada nos resultados, foi a dose de 10 mg/kg.

Assim que completaram 18 meses foi realizado o teste
comportamental (teste de memoria de habituacdo ao campo aberto), logo
apos foram submetidas a eutanasia, dissecadas e retiradas as seguintes
estruturas: cortex frontal e hipocampo. Posteriormente foram realizadas
as analises bioguimicas para avaliar os niveis de citocinas: TNF-a, IL1f
e lL-4.

3.4 TESTE MEMORIA DE HABITUACAO AO CAMPO ABERTO

O teste foi realizado em um campo aberto, caixa com o fundo de
madeira compensada marrom de 45 cm x 60 centimetros, delimitado por
4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 paredes de madeira e parede
frontal de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12
quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na sessdo de treino, 0s
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animais foram colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho, a partir do qual exploraram livremente o ambiente por 5
minutos. Imediatamente apds, os animais voltaram para a caixa moradia.
A sessdo de teste foi realizada 24 horas apds o treino, na qual se repetiu
o procedimento do treino. Os numeros de cruzamentos horizontais
(crossing) e levantamentos verticais (rearing) executadas por cada rata
durante um periodo de observagdo de 5 minutos foram contados por um
observador experiente (Vianna et al., 2000).

3.5 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Ap6s a avaliacdo comportamental de memoria de habituagdo, os
animais foram imediatamente eutanasiados por decapitacdo na
guilhotina e as estruturas cerebrais hipocampo e o cortex frontal foram
dissecados para realizacdo das analises de niveis de citocinas (TNF-a,
IL-1p e IL-4). Ap6s a disseccdo, as estruturas cerebrais foram
armazenadas em  freezer -80 °C até o momento das anlises
bioquimicas.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS
3.6.1 Avaliacédo dos niveis de citocinas

O cortex frontal e o0 hipocampo foram homogeneizados em solucao de
extracdo contendo aprotinina (100 mg de tecido por 1 mL). A
concentracdo de citocinas (TNF-a, IL-1p e IL-4) foi determinada nestas
estruturas  cerebrais  utilizando-se  kits ELISA  disponiveis
comercialmente, de acordo com as instrucGes fornecidas pelo fabricante
(kits DuoSet, R & amp; D Systems; Minneapolis). Os resultados foram
apresentados em pg/100 mg de tecido.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como a média + erro padrdo da média.
Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via ou teste t de
Student, conforme o protocolo experimental, seguida do teste post hoc
de Newman Kewlls, quando apropriado. Foram considerados
significativos os valores de P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 MEMORIA DE HABITUACAO AO CAMPO ABERTO

A figura 3 A mostra os resultados do teste de habituacdo ao campo
aberto quanto ao niumero de cruzamentos. Foi observado que os animais
com dois meses dos grupos controle, deficiente, AF 5 e AF 10 mg/kg
reconheceram o ambiente novo ap6s a segunda exposi¢do, ou seja, ndo
apresentaram dano na meméria de habitua¢do. Porém, os animais do
grupo AF 50 mg/kg apresentaram dano na memoria de habituagéo.
Entretanto, os animas com 18 meses dos grupos controle e deficiente
ndo reconheceram o ambiente novo ap6s a segunda exposi¢ao,
apresentando dano na meméria de habituagdo. Ja o grupo AF 10 mg/kg
reconheceu o ambiente novo ap6s a segunda exposicdo, evidenciando
que ocorreu o aprendizado, logo o AF 10 mg/kg foi protetor na meméria
de habituagdo com animais de 18 meses.

A figura 3 B mostra o resultado do teste de habituagdo ao campo
aberto quanto ao nimero de levantamentos. Foi observado que 0s
animais com dois meses dos grupos controle, deficiente, AF 5, AF 10 e
AF 50 mg/kg reconheceram o ambiente novo apds a segunda exposi¢ao,
ou seja, nao apresentaram dano na memoria de habituacdo, ressaltando
que o grupo AF 50 mg/kg também apresentou aprendizado, divergindo
do resultado dos cruzamentos, logo esse achado pode sugerir que o dano
foi parcial. Entretanto, os animais com 18 meses dos grupos controle e
deficiente apresentaram dano na memoéria de habituacdo. Estes
resultados foram semelhantes aos resultados apresentados quanto aos
cruzamentos, mas 0 grupo AF 10 mg/kg reconheceu o ambiente novo
apés a segunda exposicdo, evidenciando que ocorreu o aprendizado,
logo o tratamento com AF 10 mg foi capaz de reverter o dano causado
pela envelhecimento em animais com 18 meses.
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Figura 3: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementagdo de
acido félico (AF) de maes durante a gestagcdo na memoria de habituagdo. Foi
observado o nimero de cruzamentos (3A) e o nimero de levantamentos (3B) no
teste de memoria de habituagdo ao campo aberto realizados em ratos Wistar. Os
dados estédo representados como a média + erro padrao da média, n=8-10. * p <
0,05 guando comparado com 0 mesmo grupo na sessdo treino.

Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

4.2 NIVEIS DE TNF-o.

A figura 4 A mostra os resultados dos niveis de citocinas TNF-o no
cortex frontal. Ndo houve nenhuma diferenca significativa no cortex
frontal nos niveis de citocinas TNF-a, tanto nos animais de 2 meses,
como também nos de 18 meses.

A figura 4 B mostra os resultados dos niveis de citocinas TNF-o no
hipocampo. Nos animais com dois meses, em todos os grupos (controle,
deficiente, AF 5 mg/kg, AF 10 mg/kg e AF 50 mg/kg) ndo houve
diferenca significativa. Entretanto, nos animais com 18 meses, 0 grupo
controle aumentou os niveis de TNF-o quando comparado ao controle 2
meses. JA o grupo deficiente 18 meses aumentou também, embora
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menos que 0 grupo controle 18 meses, enquanto que, 0 grupo AF 10
mg/kg reduziu significativamente os niveis de TNF-a aos niveis do
grupo controle 18 meses.

A Cortex frontal B Hipocampo

3 controke (2 meses)
. deficiente (2 meses)
3 AF 5mg (2 meses)
T AF 10mg (2 meses)
3 AF 50mg (2 meses)
3 controke (18 meses)
W deficiente (18 meses)
R AF 10mg (18 meses)

Niveis de TNF «

Niveis de TNF
(pg/mg de proteina)
(Pa/mg de proteina)

Figura 4: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementacéo de
&cido folico (AF) de mdes durante a gestagdo nos niveis do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) . Foi observado os niveis do TNF-a no cortex frotal (4A) e
no hipocampo (4B) realizados em ratos Wistar. Os dados estdo representados
como a média + erro padrdo da média, n= 4-5. * p < 0,05 quando comparado
com o grupo controle 2 meses. # p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle 18 meses.

Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

4.3 NIVEIS DE IL-1B

A figura 5 A mostra os resultados dos niveis de citocinas IL-1B no
cortex frontal. Foi observado que os niveis de IL-1p ndo foram alterados
no cortex frontal nos animais de 2 e 18 meses em nenhum dos grupos
(controle, deficiente, AF 5 mg/kg, AF 10 mg/kg e AF 50 mg/kg)
estudados. Logo, no cortex frontal, ndo houve diferencas significativas
entre 0S grupos.

A figura 5 B mostra os resultados dos niveis de citocinas IL-1p no
hipocampo. Foi observado que houve uma reducéo dos niveis de IL-1B
no grupo AF 50 mg/kg nos animais de dois meses. Ja os animais com 18
meses, no grupo controle, houve um aumento nos niveis de IL-1B
quando comparado ao controle 2 meses. E no grupo deficiente teve
também um aumento importante nos niveis de IL-1p ainda maiores que
0 do controle de 18 meses. Entretanto, o grupo AF 10 mgkg reverteu
este efeito, reduzindo os niveis de IL-1p, voltando ao nivel do grupo
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controle. Assim, evidenciando a protecdo do AF 10 mg/kg em ratos
idosos.

A Cortex frontal B Hipocampo

3 controle (2 meses)
 deficiente (2 meses)
£33 AF 5mg (2 meses)
& AF 10mg (2 meses)
&= AF 50mg (2 meses)
=3 controle (18 meses)
I deficiente (18 meses)
SR AF 10mg (18 meses)

Nivel de IL-1 3
(pg/mg de proteina)
Nivel de IL-1 3
(pg/mg de proteina)

Figura 5: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementacéo de
acido félico (AF) de mées durante a gestagdo nos niveis de interleucina 1B (IL-
1B). Foi observado os niveis de IL-1B no cortex frotal (5A) e no hipocampo
(5B) realizados em ratos Wistar. Os dados estdo representados como a média +
erro padrdo da média, n= 4-5. * p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle 2 meses. # p < 0,05 quando comparado com o grupo controle 18
meses.

Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.

4.4 NIVEIS DE IL-4

A figura 6 A mostra os resultados dos niveis de citocinas IL-4 no
cortex frontal. Foi observado que nos animais com dois meses, 0s niveis
de IL-4 foram aumentadas no grupo AF 10 mg/kg, sendo que, no grupo
AF 50 mg/kg reduziu os niveis de IL-4. Por outro lado, os animais com
18 meses, 0s niveis de IL-4 reduziram no grupo controle quando
comparado ao controle 2 meses, e 0 AF 10 mg/kg aumentou
significativamente os niveis de IL-4, sendo superior ao controle. Mais
uma vez, o AF 10 mg/kg mostra-se protetor para os ratos idosos.

A figura 6 B mostra os resultados dos niveis de citocinas IL-4 no
hipocampo. Foi observado que, nos animais com dois meses, 0S grupos
deficiente e AF 50 mg/kg reduziram os niveis IL-4 quando comparados
ao controle 2 meses e o grupo AF 10 mg/kg aumentou os niveis de IL-4
quando comparado ao controle jovem. Entretanto, os animais com 18
meses, ndo houve nenhuma significancia.
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A Cortex frontal B Hipocampo
# 3 confrole (2 meses)
. deficiente (2 meses)
£33 AF 5mg (2 meses)
& AF 10mg (2 meses)
&= AF 50mg (2 meses)
=3 confrole (18 meses)
I deficiente (18 meses)
& AF 10mg (18 meses)

Niveis de IL-4
(pg/mg de proteina)
Niveis de IL-4
(pg/mg de proteina)

28

Figura 6: Efeito na prole adulta e idosa da deficiéncia ou suplementacéo de
&cido folico (AF) de maes durante a gestagdo nos niveis de interleucina 4 (IL-4).
Foi observado os niveis de IL-4 no cdrtex frotal (6A) e no hipocampo (6B)
realizados em ratos Wistar. Os dados estdo representados como a média + erro
padrdo da média, n= 4-5. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle 2
meses. # p < 0,05 quando comparado com o grupo controle 18 meses.

Fonte: Dados da pesquisadora, 2016.
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5 DISCUSSAO

Muitas evidéncias indicam que ha uma forte relacdo entre a
deficiéncia de AF e transtornos psiquiatricos e doencas
neurodegenerativas (Kronenberg et al., 2008; Kronenberg et al., 2009;
Berrocal-Zaragoza et al., 2014; Tomizawa et al., 2015). O presente
estudo mostra que a deficiéncia de AF no periodo gestacional, ndo altera
a memoria de habituagdo na prole adulta e nem mesmo na prole idosa,
porém a prole de ratas suplementadas com AF 10 mg/kg apresenta
protecdo contra o declinio cognitivo observado no envelhecimento.

O prejuizo cognitivo é um aspecto universal no processo de
envelhecimento (West 2004). Estudos prévios sugerem que o
aprendizado e a memoria declinam gradualmente com o decorrer da
idade em humanos (Albert, 1993) e ratos (Wyss et al., 2000). Esta
alteracdo cognitiva pode limitar a independéncia e indicar sinais de
deméncia em humanos (Salthouse, 2012). Envidéncias indicam que o
declinio cognitivo em humanos pode ser detectavel precocemente na
idade adulta. Estas alteracGes podem ser observadas mais precocemente
em individuos com 45 anos ou menos (Salthouse, 2009; Singh-Manoux
et al., 2012). O declinio cognitivo associado com a idade em roedores,
especificamente em ratos, pode ser observado a partir dos 10 meses de
idade e entdo é usado como modelo animal de envelhecimento para o
estudo da neurobiologia do mesmo. Ratos a partir de 10 meses de idade
podem ser considerado como ratos de meia idade (Vila-Luna et al.,
2012; Galisova et al., 2014; Neese et al., 2014; Smiljanic et al., 2015) e
ja apresentam dano cognitivo natural do envelhecimento (Vila-Luna et
al., 2012; Galisova et al., 2014; Neese et al., 2014). Animais com idade
de 16 meses pode ser considerados em meia idade ou idosos (Choi et al.,
2010; Weinstock et al., 2011). Geralmente, ratos acima de 18 meses, 0
declinio cognitivo vai sendo mais acentuado com a progressao da idade
e estes animais podem ser considerados mais concretamente idosos
(Popa-Wagner et al., 2010; Singh et al., 2011; Létondor et al., 2016).
Os resultados do presente estudo estdo de acordo estes dados da
literatura, mostrando dano na memdria de habituacdo aos 18 meses de
idade. Este dano na memdria de habituacdo pode ser atribuido ao
avancar da idade e 0 mesmo resultado foi observado em animais, cuja as
maes apresentaram deficiéncia de AF. Este efeito ndo foi observado em
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animais jovens com 2 meses e nem mesmo animais jovens, cujas maes
apresentaram deficiéncia de AF. Portanto, reforca o fato de que o
prejuizo na memaria de habituagdo esta relacionada ao envelhecimento.

Os animais com 18 meses, cujas maes ndo estiveram com deficiéncia
de AF na gestacdo, mas foram suplementadas com 10 mg/kg desta
vitamina apresentaram protecdo contra o dano na memoéria de
habituacdo causado pelo envelhecimento. Um estudo conduzido por
Joshi et al. (2004) mostrou que a prole com 6 meses de idade de ratas
com dieta deficiente de AF mostrou prejuizo na meméria espacial
somente no primeiro dia de teste, mas ndo no segundo, terceiro e quarto
dias no labirinto aquatico. A suplementacdo de AF 2 mg/kg na gestacdo
ndo causou nenhum dano neste teste comportamental (Joshi et al.,
2004). Em um estudo clinico com criancas indianas, foi observado que o
AF nas concentracGes consideradas dentros dos valores de referéncia
normais pode estar fortemente relacionado a funcdo cognitiva das
criancas, mas ndo somente ao fechamento do tubo neural. Entdo, o AF
pode ser importante também para o crescimento inicial do cérebro e o
desempenho cognitivo. Outro estudo em humanos mostrou que criangas
com 6-8 anos de idade de maes com baixas concentragdes de AF durante
a gestacdo, mostraram escores baixas nos teste que avaliaram o0s
subdominios cognitivos como linguagem, aprendizado/memoria visuo-
espacial (Ars et al., 2016). Portanto, os resultados do presente estudo
corroboram com a literatura, indicando um papel essencial desta
vitamina na cognigdo. Vale ressaltar que ndo foi observado este efeito
do AF na prole infantil, mas na prole adulta e idosa. E possivel que o
efeito na prole da deficiéncia de AF da méde foi refletida somente nos
idosos, porém como ja apresentaram per se reducdo na memoria de
habituacdo, ndo apareceu o efeito da deficiéncia, mas a suplementagéo
protegeu contra o declinio da meméria induzida pelo envelhecimento.

A suplementacdo com AF durante a gravidez é uma das intervencGes
nutricionais mais comuns em paises em desenvolvimento (Scholl e
Johnson, 2000; Fekete et al., 2010). Ha estudos mostrando a importancia
da suplementacdo de AF (Parker et al., 2013; Barua et al., 2014).
Contudo, isso ainda ndo esta totalmente elucidado, pois o AF materno
pode induzir potenciais efeitos epigenéticos sobre o genoma da
descendéncia que pode variar com a habilidade metabolica, da raca,
sexo, localizacdo geografica ou interacdes com outros nutrientes. Isso
pode explicar as inconsisténcias entre os estudos (Barua et al., 2014).
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O presente trabalho também aponta evidéncias de que a prole jovem
de ratas suplementadas com AF 50 mg/kg durante a gestacdo mostra
dano na memoria de habituagdo. O excesso de AF tem sido uma
preocupacdo atualmente (Selhub e Rosenberg, 2016), pois um estudo
conduzido por Keating et al. (2015) mostrou que o0 excesso de AF (40
mg/kg) durante a gestacdo e lactagdo predispds a prole adulta &
resisténcia a insulina. Outros estudos mostram que o excesso de AF
pode estar associado atividade baixa das células natural Kkiller em
mulheres idosas (Troen et al., 2006) e camundongos idosos (Sawaengsri
et al., 2016). Também foi observado que altas doses de AF pode causar
alteracdo da morfologia celular como encontrada em um rato com dieta
deficiente de AF (Partearroyo et al., 2016). Um estudo conduzido por
Barua et al. (2016) mostram que altas doses de AF pode implicar em
susceptibilidade aumentada para o desenvolvimento de autismo na prole
de camundongos. Em idosos, 0 excesso de AF pode estar relacionado
com declinio cognitivo (Morris et al., 2007).

Estudos clinicos e pré-clinicos sobre as consequéncias nos filhos ou
prole de maes suplementadas com AF durante a gestacdo pode
contribuir a comunidade médica melhorias na sadde publica. Além do
mais, é necessario precisamente difenciar a necessidade desta vitamina
na nutricdo, fortificagdo e suplementacdo (Barua et al., 2014).

Neste estudo foi observado primeiramente que o envelhecimento
mostrou declinio cognitivo e a deficiéncia de AF também, porém a prole
idosa, cujas as mdes foram administradas com 10 mg/kg de AF na
gestacdo, ndo apresentaram este declinio na memoria de habituacéo.
Estudos mostram que o prejuizo do aprendizado e memoria pode
envolver a neuroinflamacdo (Belarbi et al., 2012; Baierle et al., 2015;
Stranahan et al., 2016). O envelhecimento é associado com um declinio
geral das fungdes cognitivas. O efeito progressivo do envelhecimento no
SNC resulta em prejuizo cognitivo e comportamental (Navarro et al.,
2002; Pieramico et al, 2014). Tem sido demostrado que o
envelhecimento estd associado com a neuroinflamacgdo, sendo esta o
maior fator de risco para o0 desenvolvimento das doencas
neurodegenerativas associadas ao envelhecimento como a doenca de
Alzheimer e a doenca de Parkinson. Além disso, é evidente a correlagdo
entre a neuroinflamacdo e a reducdo da performance comportamental no
envelhecimento natural (Barrientos et al., 2009; Baierle et al., 2015).

Portanto, o presente estudo com o intuito de investigar o papel da
neuroinflamacdo no efeito na prole jovem e idosa, de maes com
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deficiéncia ou suplementacdo de AF durante a gestacdo, avaliou-se 0s
niveis de citocinas TNF-a, IL-1p e IL-4 no cortex frontal e hipocampo
destes animais. Acompanhando os resultados da memaria de habituagdo
ao campo aberto, foi observado que os niveis de TNF-a e IL-1B foram
aumentados no hipocampo da prole idosa de maes controle e com
deficiéncia de AF. A prole idosa de mdes suplementadas com AF 10
mg/kg obteve protecdo contra este aumento. O envelhecimento natural é
associado com liberacdo elevada de citocinas proinflamatérias e
ativagdo glial. A microglia do cérebro envelhecido torna-se super reativa
e produz um aumento exacerbado de TNF-o. (Kalehua et al., 2000; Choi
et al., 2010). Ocorre o envelhecimento do sistema imune, também
chamado de imunosenecéncia acompanhada de um ambiente
proinflamatdrio de baixo grau em muitos tecidos caracterizados pela
producdo aumentada de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-6,
TNF-a, proteina C reativa, EROs e autoanticorpos. Este ambiente
também chamado de inflamaging é o resultado da senescéncia celular
(Franceschi et al., 2000; Vasto et al., 2007; Wagner et al., 2016). A IL-
1B pode suprimir a LTP (potenciacao de longa duragdo) no hipocampo
(Lynch e Lynch, 2002), uma forma de plasticidade sinaptica
(Mendelsohn e Larrick, 2012) que esta reduzida no envelhecimento
(Griffin et al., 2006; Mendelsohn e Larrick, 2012) e que esta associada
ao prejuizo cognitivo (Morgan et al., 1999; Mendelsohn e Larrick,
2012). Realmente, no presente estudo foi observado que os niveis de
TNF-a e IL-1p estavam aumentados no hipocampo, mas ndo no cortex
frontal de animais com 18 meses de idade. O aumento destas citocinas
podem explicar o dano na memdria de habituacdo destes animais.

Além disso, a suplementacdo da méde durante agestacdo protegeu a
prole contra o aumento dos niveis de TNF-a e IL-1B no evelhecimento.
Um estudo conduzido por Zhao et al. (2013) mostrou que a
suplementacdo de AF na gestacdo protegeu a prole contra o parto pré-
termo e morte precoce de camundongos. Zhao et al. (2014) também
mostrou gue a administracdo de AF 3 mg/kg preveniu a abertura do tubo
neural via reducdo da fosforilacdo da JNK e atenuou a liberacdo de
TNF-0, IL-1p e IL-6 na placenta, soro materno e fluido amini6tico.
Além disso, Chen et al. (2016) avaliaram o efeito anti-inflamatério da
suplementacdo de AF durante 6 meses em paciente com a doenca de
Alzheimer. Este estudo mostrou que 0 RNAm para TNF-o estava
reduzido no plasma de pacientes com a doenca de Alzheimer e que
administravam AF. Portanto, os resultados do presente estudo estdo de
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acordo com dados da literatura, apesar de que poucos estudos mostram a
relacdo entre a sua deficiéncia e/ou suplementacao e a neuroinflamacao.

Neste estudo também foi analisado os niveis de IL-4 na prole jovem e
idosa. No cortex frontal, foi observado que nos animais jovens de maes
com suplementacdo com AF 10 mg/kg houve aumento desta interleucina
e na prole de mades com suplementacdo com AF 50 mg/kg houve
reducdo da IL-4, o que pode explicar o dano na memoria de habituacdo
deste animais. No cortex frontal de animais idosos foi observado
reducdo da IL-4 no grupo controle e o grupo AF 10 mg/kg foi observado
aumento desta interleucina. Ja no hipocampo, foi observadas mudancas
dos niveis da IL-4 somente em ratas jovens. Os niveis de IL-4 foram
reduzidos nos grupos deficiente e AF 50 mg/kg e os niveis foram
encontrados aumentodos no grupo AF 10 mg/kg. A IL-4 é uma citocina,
cuja o papel ainda ndo estd bem estabelecido, mas sabe-se que pode
alternativamente ativar a microglia a qual esta envolvida no crescimento
de neuritos e processos de reparo depois de um dano no SNC. Porém
este processo podem estar comprometido no envelhecimento (Fenn et
al., 2014). Isso explica, pelo menos em parte, pouca ou nehuma
alteracdo desta citocina em animais velhos. Porém, um estudo
conduzido por Field et al. (2006) mostrou que a suplementacdo de ratos
com 11 e 24 meses mostraram aumento nos niveis de IL-4, tendo um
papel importante no envelhecimento. H& ainda alguma contradi¢Ges
sobre a IL-4, portanto, mais estudos devem ser realizados para elucidar
esta citocina e sua relagdo com o envelhecimento.
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6 CONCLUSAO

A suplementacdo de AF durante a gestacao pode ter um efeito protetor
principalmente no envelhecimento, ja que foi capaz de reverter o dano
causado pelo mesmo, podendo ser uma possivel estratégia terapéutica
para o declinio cognitivo associado ao envelhecimento. O mecanismo
que envolve o efeito do AF é explicado, pelo menos em parte, pela
reducdo processo neuroinflamatdrio, ou seja, reducdo dos niveis de
TNF-a e IL-1B e aumento de IL-4 em tecido cerebral.

Neste trabalho foi observado também que o excesso de AF durante a
gestagdo, pode induzir a um déficit cognitivo na idade adulta. O
mecanismo do excesso de AF pode envolver, pelo menos em parte, a
reducéo da IL-4 no cortex frontal e hipocampo.
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Anexo A: Carta de aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA).

Uni dade do Sul
Comisado de Etica no Uso de Animais

A Comissdo de Etics no Uso de Anima pels Resolugao n.
0m011/¢am?mp0xcpobLuFoduuln7mmouapmiomm

Protocolo: 100-2014-01

F sponsdvel: Al dra toppl Zugno

!qulm Jogane Budni, Patricia Fermanda Schuck, | ana Cansver, Alaxandra S
n, Sullivan A. Citadin, Luiz Antdnio De Luca, Manana 8. de Ofivaira,

MManmCam
Titwlo: “Eleito da deafi de dcdo folico matermo e na
prole adulta submaetida ac mwulo animal de esquizofrenia induzxdo por
cetamina”

Este proyeto for Api am 50us dlicos e Tods &

quaiquer aleragdo do Projelo deverd ser comunicads 8 CEUA. Fol autorizads a
ummaowmwammwmuawmummapmmm
wo;osmmmmcsmm i e do dos
Pamdsmmmmnma

em que
CELMpebmﬂmaawasam

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the
resolation number 02/2011/Cémars Propex, in sccordance with federal taw number
11.784, has analyzed the folowing Project;

Pmocol number: |Mu-0l

loppl Zugno
mmu Josiane Budn |, Patricla Fernanda Schuck, Lara Canever, Alexandra
5. A. Heylmann, Sullivan A, Citadin, Luiz Antnio De Luca, Mariana 8. de Olivaira,

Adalbarto Alves de Caslro %
Project title: “Effects of cafs and/or folic acid tion and

in the adult offspring subjected to the animal moded of sehlmpmmh nduced by
ketamine™,

The project was Approved in iis ethical and mathadological aspects. Any

mdmmﬂmwmmm!Mmmbeh

for further May you have further questions, plaase confact us
onmm:cmupmxkauaorbysnwﬂ causiunasc.nef,

Cricilima, 18 d junho d 2014

=
Al Mo ol

VILSON PEINZEN CARDOSO
Coordenadar Adjunto da CEUA
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Anexo B: Tabela de composi¢cdo nutricional da Dieta AIN 93 ou
controle.

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

Fedido PRAGSOLUGOES

Cliente Lara Canever UNESGC

Data 11/07/2014 biociéncias A
Validade D9/10/2014 Em geladeira  07/04/2015 Em freazer

Manipulador

Formula Dieta AIN 93 M

Dose (g ou ml) 20.300 Vezes: 5%

Dose (Kg ou L) 20,30

Produta CQuantidade Fonecedor Fator  Lote Vaidade Quantidade Pesados Werif
prescrita comegic prod. (g/ml)  prod. (gimi] Ok
asp

L Cistina 130710 30/07/2015 36,540 36,540

BITARTARATO DE COLINA 17118

dilucicoes: 1/0000 em sacarose Manipulado:

OBS: Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministéno da Agricuttura Pecudria e Abastecimento.

Fonte: Tabela adaptada de Pragsolugdes Biociéncias
(www.pragsolucoes.com.br).
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Anexo C: Tabela de composicdo nutricional da Dieta deficiente em
acido folico.

Quantidades produzidas de cada substancia na fommula

Frde PRAGSOLUGOES

Cliente Lisrs Canever UNEEC

Data 1arzots biscidncias &

Validade 09102014 Em geisdera  O7OI01S Em freager

Manipulador

Formula Dieta A 53 M - Mod Deficlente Acido Folico

Dose (g ou ml) 20500 Vepmr X

Dose (Kg ou L) 20,50

Gar T T TEmmle T T T T T uamoade | Fomecesw | Fmw | Lote | Usidade | Cusmtosds  Fessdo: Ve

prescres correrio prod. (i)

e =~
Pharma Moz

100,00080% 20.500 20.500
dikcicoes: 10000 em sacarse
Mariputsdo: Aprovvae:

QBE: Produtc destinado a pesquisa Iserio de regisio Ro Minisidne da Agricuitura Peoudra & Abasiecimento.
Corante vermaiho Fs agua

Fonte: Tabela adaptada de Pragsolugdes Biociéncias
(www.pragsolucoes.com.br).
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Anexo D: Tabela de composicao nutricional da racdo comum (padréo)
oferecida aos animais no Biotério.

PRAG-OLUGOES
biocidncias &
Composicao do Produto: Milho integrzl moide, farelo de sojz, farelo de trigo, carbonato de
calcio, fosfato bicldoo, cloreto de sadio, premix vitaminico mineral e aminoaddos.
Mives de Garantia por Quilograma do Produto:

Unidsds (méx) 1250 %
Proteina Brota (min) 22.00 %
Exteato Etérao (mis) 450 %
Matésia Minasal (mix) 1000 %%
Matésia Fibross (msx) 8,00 %
Cilrio {mix) 1,40 %%
Fésforo (mis) 0,30 5%

Enriquecimento por Quilograma do Produto:

Vitaminas: Vitamina A 1200000 UL vitarmina D3 180000 UL vitamina E 30,00 mg: vitamina K3
3.00 mg; vitarina BL 500 mg; vitamina B2 600 mg; vitamina B6 7,00 mg; vitamina B1Z2 20,00
m<g; nizcina 60,00 mg; #ddo pantoténico 20,00 mg; dde falico 1,00 mg, bictina 0,05 mg:
colina 500,00 mg.

Microe lementos Minerais: Ferro 50,00 mg; @nco 60,00 myg; cobre 1000 mg; icde 200 ma;
manganés 60,00 mg: selénio 005 mg; cobalto 150 mg.

Aminoacidos: Lisina 100,00 mg; metionina 30000 mg.

Aditivos: A nticeddante 100,00 mg.

Fonte: Tabela adaptada de Pragsolucdes Biociéncias
(www.pragsolucoes.com.br).



