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Resumo

A nutricdo materna, em particular o aporte adequado de acido fdlico
(AF), exerce um papel determinante para o desenvolvimento cerebral e
pode influenciar na susceptibilidade a doencas na prole, inclusive a
esquizofrenia. Com base nisso, o0 objetivo deste estudo foi investigar o
efeito da dieta AIN 93, também conhecida como dieta controle, da dieta
controle suplementada com AF em diferentes doses (5, 10 e 50 mg/kg) e
da dieta deficiente em AF durante a gestacdo e lactacdo sobre os
parametros inflamatorios em ratas Wistar mées, bem como avaliar o
efeito das dietas maternas nestes marcadores inflamatorios e nos niveis
cerebrais de neurotrofinas na prole adulta submetida ao modelo animal
de esquizofrenia induzida por cetamina. Ratas Wistar foram divididas
em 5 grupos conforme a dieta administrada: dieta controle; dieta
controle suplementadas com AF nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg e dieta
deficiente em AF. Apds o desmame, a prole foi submetida a sexagem e
os filhotes machos foram agrupados conforme as dietas maternas para
ser utilizados na idade adulta. As ratas maes foram decapitadas e o
sangue coletado para analise dos niveis plasmaticos de interleucinas
(IL): IL-4 e IL-6 e fator de necrose tumoral o (TNF-a). A prole adulta
proveniente das ratas maes foi subdividida para a indugdo do modelo de
esquizofrenia através da administracdo intraperitoneal (i.p) de cetamina
(25 mg/kg) ou salina durante 7 dias. Apés a Ultima administracdo, os
animais foram decapitados e as estruturas cerebrais, cortex frontal e
hipocampo, dissecadas para analise dos niveis de citocinas (IL-4, IL-6 e
TNF-a)) e neurotrofinas: fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
e fator de crescimento nervoso (NGF). Verificou-se um aumento da
citocina anti-inflamatdria (IL-4) e uma reducdo nos niveis plasmaticos
de citocinas pré-inflamatorias (IL-6 e TNF-a) nas ratas maes que foram
submetidas as dietas suplementadas com AF 5, 10 e 50 mg/kg,
apontando um possivel efeito anti-inflamatério do AF na fase
gestacional. Na prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia, em geral, 0 AF demonstrou uma acdo neuroprotetora nos
niveis de IL-4, IL-6 e TNF-a, o que sugere um efeito persistente desta
vitamina sobre a resposta inflamatéria dos animais, confirmando ainda o
efeito anti-inflamatdrio, conforme também observado nas ratas mées. A
suplementacdo materna com AF demonstrou uma acdo duradoura e
neuroprotetora nos niveis de BDNF e NGF, em especial, no cortex
frontal da prole adulta. Diante destes achados, deve-se mencionar a






importancia do AF durante a gestacdo e a lactacdo, ndo somente para a
prole, mas para a saude materna. Por fim, os resultados deste estudo
contribuem para a compreensao da patogénese da esquizofrenia, além de
reforcar o papel do AF materno como uma abordagem protetora para 0s
transtornos  neurodesenvolvimentais.  Salienta-se, entretanto, a
necessidade de mais estudos investigarem a acdo da cetamina sobre
parametros inflamatérios e nos fatores neurotroficos, bem como
avaliarem os padrdes de metilacdo do DNA, pois sabe-se que 0S
mecanismos epigenéticos estdo diretamente envolvidos em condigdes
psiquiatricas, inclusive na esquizofrenia, enfatizando a continuidade
desta pesquisa.

Palavras-chaves: &cido folico, ratas fémeas mdes, gestacdo, prole
adulta, cetamina, parametros inflamatdrios e neurotroficos.






Abstract

Maternal nutrition, in particular the adequate supply of folic acid (FA),
plays a key role in brain development and may influence susceptibility
to offspring diseases, including schizophrenia (SZ). Based on this, the
aim of this study was to investigate the effect of diet AIN 93, also
known as control diet, the control diet supplemented with different
doses of FA (5, 10 and 50 mg/kg) and the FA deficient diet during
pregnancy and lactation on inflammatory parameters in female mother
rats (Dam’s), as well as to evaluate the effect of maternal diets on the
same inflammatory markers and on levels of brain neurotrophins in the
adult offspring which were subjected to an animal model of SZ induced
by ketamine (Ket). Mothers' rats were divided into 5 groups according
to the diet administered: control diet, diets supplemented with AF (5, 10
and 50 mg/kg) and FA deficient diet. After weaning, the offspring were
subjected to sexing and male offspring were grouped according to
maternal diets to be used in adulthood. Dam’s were decapitated and the
blood was collected for analysis of plasma levels of interleukins: 1L-4,
IL-6 and tumor necrosis factor (TNF-a). Adult offspring were
subdivided for induction of animal model of SZ by intraperitoneal (i.p)
administration of Ket (25 mg/kg) or saline (Sal) for 7 days. After the last
administration, the animals were decapitated and his brain structures,
frontal cortex and hippocampus, dissected for analysis of cytokine levels
(IL-4, 1L-6 and TNF-a) and neurotrophins: brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) and nerve growth factor (NGF). There was an increase
the levels of anti-inflammatory cytokine (IL-4) and a reduction in the
plasma levels of proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a) in the
Dam’s that were exposed to the diets supplemented with FA (5, 10 and
50 mg/kg), indicating a possible anti-inflammatory effect of FA in the
gestational phase. In general, the results showed in the adult offspring
subjected to an animal model of SZ that FA demonstrated a
neuroprotective effect on levels of IL-4, IL-6 and TNF-a, which suggest
a persistent action of this vitamin on the inflammatory response of the
animals, confirming the anti-inflammatory effect previously observed in
the Dam’s. Maternal supplementation with FA demonstrated a long-
lasting and neuroprotective action on levels of BDNF and NGF,
especially in the frontal cortex of adult offspring. In view of these
findings, the importance of FA during gestation and lactation should be
mentioned, not only for offspring, but for maternal health. Finally, the
results of this study contribute to the understanding of the pathogenesis






of SZ, in addition to reinforcing the role of FA maternal as a protective
approach to neurodevelopmental Ket on inflammatory parameters and
neurotrophic factors, as well as to evaluate DNA methylation patterns,
since it is known that the epigenetic mechanisms are directly involved in
psychiatric conditions, including in SZ, emphasizing the continuity of
this research.

Key words: folic acid, female mother rat, pregnancy, adult offspring,
ketamine, inflammatory and neurotrophic parameters.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACIDO FOLICO E SUAS FUNCOES

O acido félico (AF), também conhecido como folato é uma
vitamina do complexo B (vitamina B9) que atua como cofator de
enzimas que participam das transferéncias de carbono (radicais
metilicos) (Ho et al., 2013). Tanto a vitamina B12 como o AF séo
essenciais para a metilagho da homocisteina (Hcy) & metionina,
mantendo os niveis de Hcy normais, uma vez que em concentracdes
elevadas, este aminoécido tem efeito citotoxico (Kale et al., 2010). Em
geral, ambas as vitaminas estdo envolvidas na formacdo de S-adenosil-
metionina (SAM), o principal doador de grupos metil para a sintese do
acido desoxirribonucleico (DNA), neurotransmissores, proteinas e
fosfolipidos da membrana, particularmente neuronal (Mattson e Shea,
2003; Wadhwani et al., 2012) (Figura 1).
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Flgura 1: Metabolismo de um carbono — O THF é convertido em 5,10- MTHF
e reduzido a 5-MTHF pela acdo da enzima MTHFR, transferindo um grupo
metil para a formacdo da metionina, etapa catalisada pela enzima MS. A
homocisteina é metilada a metionina, um aminoacido importante para a sintese
de SAM, principal agente nas reacbes de transmetilagdes. Dessa forma,
alteracdes na taxa de SAM e SAH podem resultar na diminuicdo da atividade de
metiltransferases como, por exemplo, as DNMTs uma vez que a SAH atua
como um potente inibidor das reacdes demetilacdo dependentes de SAM. THF:
tetrahidrofolato; 5,10-MTHF: 5,10 metileno-tetrahidrofolato; 5-MTHF: 5-metil-
tetrahidrofolato; MTHFR: metileno-tetrahidrofolato redutase; MTFR: 5,10-
metilenotetrahidrofolato  redutase; SAM:  S-adenosil-metionina;  Hcy:
Homocisteina; SAH: S-adenosil-homocisteina; CBS: cistationina-p-sintetase;
CGL.: cistationina y liase; GCS: Sistema da clivagem da glicina; R: compostos
que recebem grupos metilas; RCH3: composto metilado; SHMT: serina
hidroximetiltransferase. Fonte: Adaptado de Lamers, 2011.

Neste sentido, o0 AF e a vitamina B12 sdo os principais
determinantes do metabolismo ou ciclo de um carbono (reagdes de
metilacdo), o qual é capaz de alterar tanto os niveis de Hcy como induzir
estresse oxidativo. Uma das principais funcdes do ciclo de um carbono é
regular os niveis de fosfolipidos da membrana, especialmente os acidos
graxos polinsaturados (PUFAs), como o &cido docosahexaendico
(DHA- 6mega-3) neuronal, via transferéncia de grupos metil. Portanto,
alteracBes na ingestdo ou metabolismo de micronutrientes maternos
podem comprometer as reagdes de metilagdo e interferir, inclusive, nos
niveis de DHA, predispondo o0 aparecimento de transtornos
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neurodesenvolvimentais na vida jovem-adulta da prole (Bottiglieri,
1996; Roy et al., 2012; Sable et al., 2013).

Adicionalmente, o AF aumenta a biossintese de
tetrahidrobiopterina (BH4), a qual é coenzima das hidroxilases,
fundamentais para a sintese de monoaminas e serotonina (Stahl, 2007) e
exerce um papel neuroprotetor em danos ao sistema nervoso central
(SNC) por promover reparo e crescimento neuronal (Iskandar et al.,
2004; Budni et al., 2011). Estudos apontam ainda que esta vitamina
apresenta propriedades antioxidantes, podendo atuar sobre 0s
mecanismos oxidativos envolvidos em muitos transtornos mentais
(Sarna et al., 2012; Zhao et al., 2014). O AF parece também
desempenhar um efeito anti-inflamatério, em especial in vivo, reduzindo
0s niveis circulantes de varios mediadores inflamatdrios em individuos
obesos e com doencas inflamatdrias (Feng et al., 2011).

Com base nisso, 0 metabolismo de um carbono é dependente do
equilibrio nutricional, em particular de AF, influenciando a atividade
sindptica, a regulacdo da expressdo génica e a sintese de DNA,
fosfolipideos, neurotransmissores e hormonios (Mattson e Shea, 2003;
Parletta et al., 2013). Tais caracteristicas conferem a este ciclo uma
importante posi¢do ao integrar mudangas ambientais, desenvolvimento
do individuo e plasticidade neuronal (Bottiglieri et al., 2005). De fato,
considerando-se as inimeras funcdes do AF, qualquer anormalidade que
ocorra no metabolismo desta vitamina, particularmente durante periodos
criticos do neurodesenvolvimento como na fase pré-natal pode afetar o
SNC e influenciar na patogénese de transtornos mentais e
neurodegenerativos, como a esquizofrenia (Miller, 2008; Krebs et al.,
2009).

1.2 NUTRICAO NA GESTACAO, CITOCINAS MATERNA E NA
PROLE E A SAUDE MENTAL

Sabe-se que fatores estressores durante a gestacdo (deficiéncias
nutricionais, infeccBes, uso de drogas) aumentam o risco de parto
prematuro, podem  comprometer a salde materna, O
neurodesenvolvimento fetal e ainda predispor o aparecimento de
doencas neuroldgicas e transtornos neurodesenvolvimentais na vida
jovem-tardia da prole (Dammann et al., 2002). Assim, ativadores
imunoldgicos e inflamatérios, tais como interferon-gama (IFN-y) e os
lipopolissacarideos (LPS) que sdo induzidos por eventos estressores,
especialmente em periodos criticos (fase gestacional) e por
acontecimentos diversos ao longo vida, ativam a microglia no SNC. A
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ativacdo microglial tem sido associada com doencas do cérebro (Najjar
et al., 2013), visto que a microglia € uma célula imune residente do SNC
ativada em resposta a lesdo cerebral (Stertz et al., 2013). Assim, a
ativacdo microglial libera citocinas pré-inflamatorias e radicais livres, 0s
quais sdo conhecidos por causar degeneracdo neuronal, anormalidades
na substancia branca e diminuicdo da neurogénese. Estas interacdes
neurbnio-microglia podem levar a lesdo e perda neuronal e, inclusive,
ser um dos fatores importantes na fisiopatologia dos transtornos
psiquiatricos como a esquizofrenia (Monji et al., 2009; Zhao et al.,
2014; Réus et al., 2015).

Estd bem descrito que as citocinas sdo peptideos produzidos e
liberados pelas células imunes, capazes de interferir no metabolismo de
sistemas de neurotransmissores, nas atividades neuroenddcrina e
neuronal, na regulacdo do crescimento e da proliferagdo das células da
glia (Hava et al., 2006). As citocinas sdo produzidas por inimeros tipos
de células no sitio da lesdo, bem como por células do sistema
imunoldgico, através da ativacdo de proteinoquinases ativadas por
mitégenos (Oliveira et al., 2011). Em geral, estes peptideos atuam no
organismo a fim de combater diversos patégenos, sendo que no sistema
imune reconhecem particulas invasoras e ainda participam de respostas
adaptativas ou reacdes homeostaticas (Avitsur e Yirmiya, 1999; Aderem
e Ulevitch, 2000).

Desse modo, a ativagdo das citocinas pro-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral (TNF-o), a interleucina-1p (IL-1B) ¢ a
interleucina-6 (IL-6) pode estar associada a deficiéncia nutricional
materna, infeccdo intrauterina, parto prematuro, infeccBes neonatais e
dano cerebral neonatal. No cérebro, essas proteinas sdo expressas ambas
nas células gliais e nos neurénios. Em adicdo a sua funcdo na resposta
imune, estes mediadores modulam a funcdo e o desenvolvimento
neuronal, representando um papel crucial no neurodesenvolvimento
(Hava et al., 2006). A IL-1p, IL-6 e TNF-a s3o consideradas pro-
inflamatdrias por aumentar a resposta imunitaria a infecgdo e a
inflamagéo, por promover o recrutamento de leucocitos até os locais de
inflamac&o e / ou pela ativacdo inflamatéria celular (Potvin et al., 2008).
O TNF-a estd envolvido na regulagdo do crescimento dos neuritos
(Golan et al., 2004), afeta a sobrevivéncia neuronal (Barker et al., 2001)
e regula a expressdo do receptor AMPA (Beattie et al., 2002). A IL-1B e
0 TNF-o também estdo relacionados a regulagdo da plasticidade
sindptica (Butler et al., 2004), enquanto a IL-4 e a IL-10 destacam-se
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por ser citocinas anti-inflamatdrias que contribuem para atenuar a
resposta imune e inflamatéria (Potvin et al., 2008).

De modo geral, as citocinas regulam a inflamacdo e coordenam
as respostas inata e adaptativa do sistema imunolégico (Miller et al.,
2011; Mdller et al., 2015), sendo importantes mediadores da
comunicacao entre 0 SNC e o sistema imune, o que pode ter implicacdes
para a psiquiatria clinica (Kapczinski et al., 2010, 2011). E sabido que a
esquizofrenia caracteriza-se como um transtorno
neurodesenvolvimental, resultante de anormalidades que ocorrem
durante os estigios iniciais do desenvolvimento neural (Lieberman,
1999). Assim, além da desregulacdo da plasticidade sinaptica, das
alteracBes na sinalizacdo das neurotrofinas, do comprometimento da
defesa antioxidante e aumento do estresse oxidativo (Gama et al., 2006,
2007, 2008a,b), muitas linhas de evidéncia fortalecem a hipdtese de que
vias relacionadas a inflamacdo também estdo envolvidas na
fisiopatologia dos distdrbios psiquiatricos (Dean, 2011). De fato, os
processos imunoldgicos inflamatérios tém sido fortemente implicados
nos mecanismos fisiopatoldgicos da esquizofrenia (Reddy e Yao, 1996;
Drexhage et al., 2011; Francesconi et al., 2011; Kunz et al., 2011).

Estudo indica que a exposi¢do materna ao LPS durante a gravidez
estimula a producdo de citocinas inflamatorias (Xu et al., 2007). E
sabido que o AF apresenta efeito anti-inflamatério, sendo capaz de
reduzir a liberagdo de citocinas a partir de células mononucleares de
sangue periférico em individuos com hiperhomocisteinemia (HHcy)
(Holden et al., 2002). Feng e colegas (2011) mostraram que o AF inibiu
a acdo do LPS em liberar citocinas inflamatdrias nos macréfagos, o que
confirma que a acdo protetora desta vitamina na toxicidade induzida
pelo LPS pode, pelo menos parcialmente, ser atribuida aos seus efeitos
anti-inflamatorios (Zhao et al., 2013). Diante disso, faz-se necessario
investigar a acdo da dieta deficiente ou suplementada com AF em
diferentes doses durante a gestacao tanto nas mées como na prole adulta,
visto que esta vitamina pode apresentar uma acdo pré (deficiéncia) ou
anti-inflamatéria (suplementacéo), inclusive duradoura, indicando tanto
um efeito protetor como uma acdo contraria se deficiente ou em doses
elevadas, em ambas, salide materna ou da prole.

1.3 NUTRICAO MATERNA E NEUROTROFINAS NA GESTAQAO EA
SAUDE DA PROLE

O desenvolvimento e crescimento adequado da placenta durante a
gravidez é determinado pela condicdo nutricional materna e tém um
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efeito crucial na saude do feto, uma vez que a placenta representa o elo
entre as circulagfes materno-fetais sendo fundamental para a nutri¢do e
oxigenacdo fetal (Dhobale, 2014). Estudos pré-clinicos e clinicos
realizados por Dhobale e colaboradores (2013, 2014) mostraram que 0s
micronutrientes, AF, vitamina B12 e PUFAs, em particular o DHA,
atuam em conjunto no metabolismo de um carbono. Assim, qualquer
alteracdo em um destes componentes poderd causar mudangas nos
padrbes de metilacdo que afetam a expressdo génica, principalmente em
periodos criticos de desenvolvimento, resultando em complicagdes
durante a gestacdo e repercutindo na salde da prole. Tudo isso pode
predispor o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos em algum
momento da vidadestes filhos (Dhobale et al., 2013; Dhobale, 2014).

Ja foi descrito que os fatores neurotrdficos, tais como o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de crescimento
nervoso (NGF) estdo envolvidos no desenvolvimento cérebro
placentério e fetal (Dhobale et al., 2013). Desse modo, alteragdes nos
niveis de neurotrofinas podem produzir efeitos duradouros sobre
processos neurotroficos (ndmero de neurbnios, sinapses) que
influenciam a maturacdo neuronal e a plasticidade na vida tardia
(Vicario-Abejon et al., 2002). Com base nisso, a sinalizago intracelular
do BDNF e seu receptor TrkB é essencial para a sobrevivéncia neuronal,
plasticidade e morfogénese (Numakawa et al., 2010). J4 0 NGF tem sido
associado com a atividade funcional das células que inclue os sistemas
imune e endocrino e atua como um mediador inflamatério (Berry et al.,
2012). De acordo com Dhobale (2014) alteragcdes na expressdo e nos
niveis de neurotrofinas durante a gestagdo podem estar relacionadas a
sua interagdo com 0s micronutrientes (AF, vitamina B12 e DHA). Neste
sentido, novos estudos correlacionando dieta materna, seus efeitos nos
pardmetros inflamatorios e fatores neurotréficos na salde, em especial
da prole adulta, e sua relagdo com a esquizofrenia sdo primordiais para
confirmar os achados acima.

1.4 NUTRICAO MATERNA E ESQUIZOFRENIA

Pesquisas demonstram que niveis alterados de AF e Hcy podem
afetar processos fundamentais de neuroplasticidade desenvolvimental e
adulta, incluindo a proliferacdo e diferenciacdo celular em neurdnios e
células gliais, bem como a sobrevivéncia neuronal. Desse modo, a
plasticidade sinaptica pode ser sensivel a Hcy, uma vez que este
aminoacido é capaz tanto de altera-la, como promover a degeneracédo
neuronal, contribuindo de fato para a patogénese de transtornos
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psiquiatricos como a esquizofrenia (Mattson e Shea, 2003; Parletta et
al., 2013).

A nutricdo pré-natal exerce um papel determinante na prevencao
de  diversas  doencas  (cardiovasculares, psiquidtricas e
neurodegenerativas) na vida jovem-tardia da prole, além de contribuir
positivamente para o desenvolvimento cerebral (Peleg-Raibstein et al.,
2012; Van Abeelen et al., 2012). Com efeito, os micronutrientes
maternos, especialmente os que participam do metabolismo de um
carbono podem influenciar na susceptibilidade a doengas na prole (Hill
et al., 2011; Yajnik e Deshmukh, 2012). Sable et al. (2012), inclusive,
sugerem que uma dieta materna desequilibrada em AF e vitamina B12
pode alterar 0 metabolismo dos PUFASs, reduzindo os niveis de DHA
cerebral na prole.

Os é&cidos graxos sdo vitais para o desenvolvimento e
funcionamento cerebral, influenciando o desempenho cognitivo,
particularmente a memoria e a aprendizagem. Além dos PUFAs, as
neurotrofinas, como o0 BDNF (Cunha et al., 2010) e o NGF (Conner et
al., 2009) sdo essenciais para a neurogénese e 0 bom desenvolvimento
cognitivo. O BDNF estimula a proliferagdo celular e melhora a
cognigdo, por ativar vias como PI3-Akt, MAP quinase e STAT-3 (Li et
al., 2012). Do mesmo modo, o NGF parece ativar estas vias
desempenhando efeito na manutencdo das projecBes colinérgicas
(Nguyen et al., 2009). Sendo assim, estudo indica que 0s mecanismos
epigenéticos regulam os niveis das neurotrofinas (Heberlein et al.,
2011). Além disso, os micronutrientes maternos também podem regular
0s niveis de proteina e RNAm das neurotrofinas na prole ao nascer
(Sable et al., 2011), sugerindo que a natureza das mudancgas que
ocorrem na prole pode ser dependente do tempo e da duracdo do evento
estressor durante a fase neurodesenvolvimental (Vickers, 2011; Howie
etal., 2012).

Neste sentido, a presenca de um agente estressor (deficiéncia
nutricional materna) associado & ativagdo microglial durante a gestacdo
pode contribuir para a patogénese da esquizofrenia na prole adulta, visto
gue ambos os fatores podem aumentar as citocinas pré-inflamatérias e
contribuir para um estado pré-inflamatério duradouro. Ademais,
alteragcbes imunold6gicas influenciam o sistema dopaminérgico,
serotoninérgico, noradrenérgico e a neurotransmissdo glutamatérgica,
afetando assim os sistemas neuronais envolvidos na fisiopatologia da
esquizofrenia (Mdller et al., 2015). Ressalta-se ainda que, embora a
microglia corresponda ha apenas 10% das células cerebrais, esta
responde rapidamente a pequenas alteracdes patoldgicas sendo capaz de
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contribuir diretamente para a degeneracdo neuronal pela producédo
desses mediadores pro-inflamatérios e radicais livres (Ashdown et al.,
2006). Em contraste, a interacdo neurdnio-microglia foi relacionada ao
equilibrio entre a sinaptogénese e a morte neuronal, em particular,
durante a fase de neurodesenvolvimento e dano cerebral (Hanisch,
2002).

Em geral, uma dieta deficiente em AF durante a gestacdo mostrou
afetar o fen6tipo da prole em modelos animais, bem como influenciar a
predisposicdo de doengas na vida tardia da prole. A quantidade de
doadores de grupamentos metil na dieta materna é especialmente critica
durante o desenvolvimento embriario por afetar a metilagdo de DNA
(McKay et al., 2004). Diante disso, o AF, principal responsavel pela
transferéncia de grupos metil para a metilacdo do DNA, influencia tanto
a sintese de DNA, como a sintese de fosfolipideos e neurotransmissores
durante o neurodesenvolvimento, o qual é particularmente vulneravel a
disponibilidade reduzida de grupamentos metil (Kim et al., 2008; 2009).
Portanto, especula-se que a deficiéncia materna de AF é capaz de
interferir na salide da méae, mas em especial, na salde da prole na idade
adulta (Shea e Rogers, 2014).

Assim, 0s processos epigenéticos sao apontados como o
mecanismo base, pelos quais a alteracdo nutricional materna interfere o
desenvolvimento da prole. As alteracdes epigenéticas incluem varios
mecanismos que influenciam a estrutura da cromatina e a expressdo
génica, como a metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas. Estudos que
relacionam AF, metabolismo de um carbono e nutricdo pré-natal com a
esquizofrenia ainda sdo escassos. Ha, no entanto, indicios de que
deficiéncia materna de AF atua como um fator estressor durante
periodos criticos de desenvolvimento do cérebro,em especial na fase
pré-natal, podendo alterar o neurodesenvolvimento nos filhos (Kirkbride
etal., 2012).

1.5 ESQUIZOFRENIA E MODELO ANIMAL

A esquizofrenia caracteriza-se como um transtorno psiquiatrico
cronico e debilitante que afeta cerca de 1% da populagdo mundial
(Javitt, 2010). Além de afetar gravemente a vida dos pacientes e seus
familiares, representa um grande custo para a 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). A etiologia do transtorno permanece elusiva, porém a
hiperfuncdo dopaminérgica no sistema limbico e a hipofuncdo
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dopaminérgica no coértex frontal, bem como a hipofuncédo
glutamatérgica sdo conhecidas por desempenhar importantes papéis na
fisiopatologia da esquizofrenia (Monji et al., 2009). Tais fatores
influenciam, inclusive, na presenca de sintomas positivos (alucinagdes,
delirios, episédios psicoticos e desconfiangas que levam o paciente a
fuga da realidade); negativos (embotamento afetivo, isolamento social,
avolia, anedonia e discurso empobrecido) e cognitivos (prejuizo na
meméria de trabalho, desorganizacdo, desorientacdo e falta de atencao)
(Larson et al.,, 2010; Shamsi et al., 2011), os quais sdo bastante
caracteristicos destes pacientes.

O diagnostico da esquizofrenia é baseado na descrigdo dos sinais
e sintomas, 0s quais devem estar presentes durante seis meses e incluir
pelo menos um més de sintomas ativos, conforme o Manual de
Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM-V), (Apa,
2013; Bagdy e Juhasz, 2013). O transtorno tem origem multifatorial,
sendo que fatores genéticos e ambientais representam um grande
impacto na sua etiologia (Brown, 2011; Shorter e Miller, 2015).
Todavia, a falta de achados consistentes apontando um fator genético
especifico na patogénese do transtorno tem levado ao estudo da
influéncia dos fatores ambientais (Rapoport et al., 2012; Matrisciano et
al., 2013). E sabido que alteracdes epigenéticas podem estar envolvidas
em diversas doencas cronicas, cardiovasculares, cancer, distdrbios
neurocomportamentais, destacando-se o autismo e a esquizofrenia.
Assim, a regulacdo epigenética é particularmente suscetivel aos efeitos
ambientais ocorridos durante o periodo pré e pos-natal (Jirtle e Skinner,
2007).

Devido a estes fatores, estudos classificam a esquizofrenia como
uma doenca neurodesenvolvimental (Rapoport et al., 2005; Brown et al.,
2007; Kaur e Cadenhead, 2010). Diferentes agentes, 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 exposi¢cdo materna
ao estresse (Lee et al., 2007); infeccdo e / ou ativacdo do sistema
imunoldégico e da microglia (Clarke et al.,, 2009); deficiéncias
nutricionais (AF, vitamina B12, 6mega 3) e / ou altos niveis maternos de
Hcy (Krebs et al., 2009); complicacfes obstétricas (Haukvik et al.,
2009), além do estresse oxidativo (Bitanihirwe e Woo, 2011).

A esquizofrenia se manisfesta na fase jovem-adulta, sendo
marcada por uma mudanca abrupta no perfil social e afetivo destes
individuos (Apa, 1994; Marsman et al., 2013; Kaur e Cadenhead, 2010).
Além do desequilibrio nos sistemas de neurotransmissores, a sua
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fisiopatologia poderia ser resultante da desregulacdo da plasticidade
sinaptica, de alteracdes nas neurotrofinas, além do prejuizo na defesa
antioxidante e anti-inflamatéria (Gama et al.,, 2008a,b). Dean e
colaboradores (2011) apoiam a hipo6tese de que vias relacionadas a
inflamac&o estdo envolvidas na patogénese de transtornos psiquiatricos.
De fato, o processo imune-inflamatdrio tem sido fortemente implicado
nos mecanismos fisiopatoldgicos da esquizofrenia (Reddy e Yao, 1996;
Kunz et al., 2011; Miller et al., 2011; Francesconi et al., 2011). Sabe-se
gue as citocinas regulam a inflamagéo e coordenam a resposta inata e
adaptativa do sistema imunitario (Miller et al., 2011), o que pode ter
implicacGes para a psiquiatria (Kapczinski et al., 2010, 2011).

Ademais, o estresse oxidativo neuronal é um mecanismo de lesdo
celular presente em uma série de condigdes (cancer, estados
inflamatdrios e doencas neurodegenerativas e psiquiatricas) (Kapczinski
et al., 2011) e produz efeitos deletérios sobre a transducdo de sinal,
plasticidade estrutural e resisténcia celular, em especial por induzir
peroxidacdo lipidica nas membranas celulares neuronais, além de dano
em proteinas, DNA e, consequentemente, em genes (Gama et al., 2008
a,b). Desta forma, os neurbnios e as células gliais sdo particularmente
vulneraveis aos processos inflamatérios e ao estado redox e, sdo
dependentes da manutencdo da atividade neurotrofica, a qual pode ser
afetada pelo estresse oxidativo e pela ativacdo microglial (Kapczinski et
al., 2010, 2011; Kunz et al., 2011).

Como ja mencionado, 0 processo neurodesenvolvimental pode
influenciar a manifestacdo da esquizofrenia e estar associado a ativacao
microglial. A hipofuncdo glutamatérgica e a sinalizacdo comprometida
do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) sdo situagdes subjacentes a
fisiopatologia da esquizofrenia (Lieberman, 1999; Perez-Neri | et al.,
2006). Neste sentido, antagonistas nao-competitivos do receptor
NMDA, tais como a fenciclidina (PCP), a cetamina e 0 MK-801 séo
capazes de induzir um modelo animal apropriado de esquizofrenia.
Além disso, estes antagonistas sdo conhecidos por induzir a ativacdo da
microglia no cérebro de roedores, possivelmente, levando a liberagdo de
citocinas pré-inflamatérias (NakKki et al., 1995; Nakki et al., 1996).

Com base nisso, este estudo utilizou a cetamina para induzir o
modelo animal de esquizofrenia na prole adulta de mées expostas a dieta
deficiente ou suplementada com AF durante a gestacdo e lactacdo. A
cetamina é um anestésico que obstrui o canal NMDA, impedindo a
entrada de calcio através da membrana plasmética do neurénio, o que
induz um estado psicotico transitdrio e reversivel, inclusive em pessoas
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saudaveis (Javitt et al., 2000; Mechri et al., 2001). Este modelo
relaciona-se a teoria da hipofuncdo do receptor NMDA, onde ao
bloguear 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). Ademais, resultados
preliminares deste laboratorio (Canever et al., 2010; Gama et al., 2012;
Zugno et al., 2013a,b; Zugno et al., 2016) confirmam a validade da
cetamina em mimetizar o modelo animal de esquizofrenia, mediante
alteragdes comportamentais (hiperlocomocéo, déficit no comportamento
social, prejuizo cognitivo), bem como por causar mudangas bioquimicas
(estresse oxidativo, alteracBes nas neurotrofinas) no cérebro de roedores.
Em adicdo, estudo realizado por Zugno e colaboradores (2013a),
corrobora a teoria de que agressbes precoces durante a gestacdo
interferem no sistema glutamatérgico, sendo capaz de refletir em maior
sensibilidade aos efeitos da cetamina na idade adulta no modelo animal
de esquizofrenia.

Considerando os efeitos protetores do AF durante a fase
gestacional e consequentemente na vida tardia da prole, o
desenvolvimento desta pesquisa utilizando diferentes doses de AF
durante a gestacdo e lactacdo como uma abordagem profilatica, tanto
para a manutencdo da salde materna como da prole adulta, apresenta
extrema relevancia. Adicionalmente, o fato de que danos ambientais no
periodo pré-natal afetam o desenvolvimento do SNC na prole, podendo
permanecer na vida adulta e, que 0s exatos mecanismos pelos quais
estas alteracdes ocorrem ainda ndo estdo bem compreendidos, o presente
estudo contribui para 0 avango de uma maior compreensdo sobre a
fisiopatologia da esquizofrenia, uma vez que agentes protetores sao
essenciais para prevencao dos transtornos neurodesenvolvimentais.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito da dieta controle, da suplementacdo com AF em
diferentes doses (5, 10 e 50 mg/kg) e da dieta deficiente em AF durante
as fases de gestacdo e lactacdo sobre os parametros inflamat6rios em
ratas Wistar maes, bem como avaliar o efeito das dietas maternas nos
mesmos marcadores inflamatorios e nos niveis cerebrais de
neurotrofinas na prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia induzida por cetamina.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar os niveis plasmaticos de IL-4, IL-6 e TNF-a em ratas
Wistar mdes submetidas a dieta controle, a suplementacdo com
diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) e a dieta deficiente em AF
durante as fases de gestacdo e lactacdo;

- Avaliar o efeito das dietas maternas, dieta controle, das dietas
suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) e dieta
deficiente em AF, sobre os marcadores inflamatorios, 1L-4, IL-6 e TNF-
o, nas estruturas cerebrais cortex frontal e hipocampo, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzida pela
administragdo de cetamina;

- Avaliar o efeito das dietas maternas, dieta controle, dietas
controle suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) e
dieta deficiente em AF, sobre os niveis de neurotrofinas, BDNF e NGF,
nas estruturas cerebrais cortex frontal e hipocampo, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzida pela
administragdo de cetamina.
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3 METODOLOGIA

Este estudo caracterizou-se como experimental, utilizando um
modelo animal de esquizofrenia. A pesquisa foi aprovada pela Comisséo
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 Salide para o Cuidado e Uso de Animais
de Laboratério e as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo 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 Universidade e mantidos em gaiolas em ciclos de 12h dia-
noite, com alimentacdo especifica, agua disponivel e temperatura
controlada entre 22+ 1° C.

3.1 RATAS WISTAR DURANTE A FASE DE GESTACAO E
LACTACAO

O presente estudo utilizou 60 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
0 macho, as ratas foram separadas aleatoriamente em cinco grupos
experimentais maternos (n=12) e comecgaram a receber dois tipos de
dieta (racéo) especial: dieta AIN 93, também denominada dieta controle,
e dieta deficiente em AF. As fémeas que receberam a dieta controle
ainda foram subdividas em trés grupos para que, além desta racdo,
recebessem a suplementacdo com AF nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg,
totalizando assim, cinco grupos experimentais maternos (Tabela 1).

Ap0s o0 acasalamento, as ratas permaneceram isoladas uma por
caixa e continuaram recebendo a dieta previamente determinada durante
todo periodo gestacional (21 a 28 dias) e lactacional (21 dias). Utilizou-
se um numero significativo de fémeas devido ao fato de que o estresse
gerado pela oferta de uma nova dieta durante a gestacdo e lactacéo,
associado a manipulagdo dos animais e ao préprio periodo gestacional,
serem capazes de provocar aborto ou canibalismo por parte das maes
logo apds o nascimento dos filhotes (Desantis e Schmaltz, 1984).
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Ressalta-se que as ratas ndo gravidas foram desconsideradas deste
estudo apos 21 a 28 dias de acompanhamento.

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

GRUPOS

1. Dieta AIN 93 ou controle

2. Dieta deficiente em acido fdlico (AF)

Dieta controle+suplementacdo AF 5mg/kg

3
4. Dieta controle+suplementacdo AF 10mg/kg

5. Dieta controle+suplementacdo AF 50mg/kg

N = 12 animais por grupo. N = 5-6 para analises bioquimicas. Fonte: Dados do
pesquisador, 2017.

3.2 COMPOSICAO DAS RACOES (DIETAS) ESPECIAIS OFERECIDAS
AS RATAS WISTAR

Neste estudo, utilizaram-se dois tipos de ragdo (dieta) especial:
dieta controle (ragdo AIN 93) e dieta deficiente em AF. Estas ragdes
foram confeccionadas e fornecidas pela empresa Pragsolucdes
Biociéncias (www.pragsolucoes.com.br), sendo oferecidas as ratas dos
grupos experimentais maternos durante todo periodo de gestacdo e
lactacdo. Nesta pesquisa ndo se optou pela racdo comum do Biotério
como dieta controle 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, o fato da racdo comum
do Biotério ndo ser purificada, apresentando um padrdo nutricional
diferente, inclusive em relacdo a fonte proteica que é de origem vegetal
qguando 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 grao e,
assim, ocorre com os demais ingredientes da racdo. Desta forma, torna-
se dificil elaborar uma dieta livre de AF a partir da racdo comum, visto
gue esta vitamina além de adicionada na ragdo pode estar presente nos
demais ingredientes utilizados (grdos integrais) em maior ou menor
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concentracdo, dificultando ainda mais a eliminacdo total do AF para
obter-se a racdo deficiente nesta vitamina.

3.3 SUPLEMENTACAO DE ACIDO FOLICO PARA AS RATAS
WISTAR DURANTE A FASE DE GESTACAO E LACTACAO

As ratas Wistar que receberam a dieta controle foram divididas
em trés grupos, conforme ja& demonstrado na Tabela 1, para
suplementacdo com AF. Essa vitamina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) foi suplementada nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg, 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,
durante toda a fase de gestacdo e lactagcdo. As doses de suplementacdo
foram administradas conforme respectivo peso de cada rata, no volume
de 1ml/kg. As doses de AF foram escolhidas com base em estudos
anteriores realizados por Brocardo et al.(2008a); Brocardo et al.
(2008b); Brocardo et al.(2009) e Budni et al.(2012) e Zugno et al.
(2016).

Salienta-se que ap6s 0 nascimento da prole, todos os filhotes
(machos e fémeas) permaneceram junto a mae para amamentacdo por 21
dias e as maes continuaram recebendo a mesma dieta oferecida durante
a gestacgdo, até o final da lactacdo. Logo ap6s o desmame, a prole foi
submetida a sexagem e os filhotes machos e fémeas foram agrupados de
acordo com a dieta materna. Imediatamente apés o Ultimo dia de
amamentacdo, as ratas maes foram decapitadas e o sangue coletado para
posterior analise dos niveis de citocinas maternas.

3.4 PROLE MASCULINA ADULTA DAS RATAS WISTAR MAES

Os filhotes machos proveniente das ratas Wistar submetidas as
diferentes dietas maternas foram utilizados na fase adulta. Apds o
desmame foi imediatamente introduzida racdo padrdo do Biotério e
ofertado 4gua ad libidum para estes animais até completarem 60 dias.
Salienta-se que a prole feminina adulta das ratas Wistar foi destinada a
outro grupo de pesquisa do mesmo Laboratorio para realizacdo de
outros experimentos.

Ao chegar & fase adulta, os filhotes machos foram subdivididos
em grupos conforme a dieta materna administrada para a indugéo do
modelo animal de esquizofrenia através da administracdo de cetamina
(25 mg/kg). No total, formaram-se 10 grupos (Tabela 2).
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Tabela 2: Divisdo da prole em grupos experimentais: machos adultos

GRUPOS

1. Dieta controle+salina (grupo controle)

2. Dieta controle +cetamina (grupo cetamina)

3. Dieta deficiente AF+salina

4, Dieta deficiente AF+cetamina

5. Dieta controle +suplementacdo AF 5mg/kg+salina

6. Dieta controle +suplementacdo AF 5mg/kg+cetamina

7. Dieta controle +suplementacdo AF 10mg/kg+salina

8. Dieta controle +suplementacdo AF 10mg/kg+cetamina

9. Dieta AIN 93+suplementacdo AF 50mg/kg+salina

10. Dieta AIN 93+suplementacdo AF 50mg/kg+cetamina

N = 4-6 animais por grupo. Fonte: Dados do pesquisador, 2017.

3.5 ADMINISTRACAO DE CETAMINA

A partir da divisdo dos grupos acima apresentados, iniciou-se 0
protocolo de inducdo de esquizofrenia, no qual os animais receberam
injecdes intraperitoneais (i.p.) de cetamina (25 mg/kg) ou salina, uma
vez ao dia, durante 7 dias (tratamento repetido). A dose de cetamina foi
preparada em solucdo salina no volume de 1ml/100g (Becker e
Grecksch, 2004; Imre et al., 2006; Tomiya et al., 2006; Canever et al.,
2010).

Apo6s a Ultima administracdo de salina ou cetamina, os animais
foram decapitados e as estruturas cerebrais, cortex frontal e hipocampo
dissecadas, mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer a -80°C para posteriores analises bioquimicas dos niveis de
citocinas inflamatorias e neurotrofinas (Figura 2).
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Figura 2: Desenho experimental — Ratas Wistar foram separadas em cinco
grupos experimentais maternos (n=12) e receberam dois tipos de dieta (ragéo)
especial - dieta controle (dieta AIN 93) e dieta deficiente em AF - durante todo
periodo gestacional (21 a 28 dias) e lactacional (21 dias). As fémeas que
receberam dieta controle ainda foram subdividas em trés grupos para além desta
racdo, receberem a suplementacdo com AF nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg (v.0.),
totalizando assim, 0s cinco grupos experimentais maternos. Apés a fase de
amamentacdo, as ratas mdes foram decapitadas e o sangue imediatamente
coletado para posterior analise dos niveis de citocinas (n=5-6). Ao completar 60
dias de vida, a prole masculina foi dividida em grupos (n=4-6) conforme a dieta
materna para a inducdo do modelo animal de esquizofrenia através da
administracdo de cetamina (25 mg/kg) via (i.p.) durante 7 dias. Apds a Ultima
administracdo de salina ou cetamina, os animais foram decapitados e as
estruturas cerebrais, cortex frontal e hipocampo dissecadas e mantidas em
freezer -80°C para posterior andlise bioquimica dos niveis de citocinas e
neurotrofinas. Fonte: Dados do pesquisador, 2017.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

As anélises dos niveis plasmaticos de citocinas maternas e dos
niveis cerebrais de citocinas e neurotrofinas da prole foram realizadas
no Laboratdrio de Neurociéncias (Neurolab).

3.6.1 Preparo das amostras
3.6.1.1 Coleta de sangue
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A coleta de sangue das ratas mées foi realizada imediatamente
ap6s a morte dos animais. Coletaram-se 3ml de sangue em tubos
contendo  acido  etilenodiaminotetra-acético  (EDTA)  como
anticoagulante. O sangue foi centrifugado a 3000rpm por 6 minutos
(min) e, o plasma, aliquotado em vials de 1ml e acondicionado em
freezer -80°C até a determinacdo dos niveis de citocinas: IL-4, IL-6 e
TNF-a.

3.6.1.2 Preparo das amostras cerebrais

Apbs a decapitacdo dos animais em guilhotina, os cérebros foram
removidos e dissecados em coértex frontal e hipocampo. As amostras
foram dissecadas em uma superficie gelada, posteriormente
mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C
para posteriores analises bioquimicas. As amostras cerebrais foram
preparadas de acordo com a técnica bioquimica a ser realizada.

3.6.2 Niveis de citocinas das ratas maes

Os niveis plasmaticos das citocinas IL-4 (R & D Systems, Inc. —
USA, Rat IL-4, DY504), IL-6(R & D Systems, Inc. — USA, Rat IL-6,
DY506) e TNFa (R & D Systems, Inc. — USA, Rat TNFa DY510)
maternas foram determinados através de Kkits comerciais ELISA
especificos, seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.6.3 Niveis de citocinas e neurotrofinas cerebrais da prole adulta

Para a determinagdo dos niveis cerebrais das citocinas e
neurotrofinas, as amostras de coértex frontal e hipocampo foram
homogeneizadas em solugdo tampdo fosfato com um coquetel inibidor
de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), centrifugado a 2300
X g por 5 min e o sobrenadante serd utilizado para as determinacdes. Os
niveis das citocinas IL-4 (R & D Systems, Inc. — USA, Rat IL-4,
DY504), IL-6 (R & D Systems, Inc. — USA, Rat IL-6, DY506) ¢ TNFa
(R & D Systems, Inc. — USA, Rat TNFa DY510) da prole adulta foram
determinados por meio de kits comerciais ELISA especificos para estas
andlises, conforme as recomendacdes do fabricante. Os niveis de BDNF
e NGF nas mesmas estruturas cerebrais, também foram determinados
através de kits ELISA especificos para BDNF (R & D Systems, Inc. —
USA, Human BDNF, DY?248) e para NGF (R & D Systems, Inc. —
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USA, Rat Beta-NGF, DY556), seguindo as recomendacgdes do
fabricante.

3.7 DOSAGEM DE PROTEINAS

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

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes aos niveis plasmaticos de citocinas
maternas foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma
via, acompanhado do teste de Tukey, quando F foi significativo. Ja os
resultados dos niveis cerebrais de citocinas e neurotrofinas da prole
adulta foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de
Newman-Keuls, quando F foi significativo.

Os efeitos, dietas maternas, salina e cetamina e a interacéo entre
os fatores, foram descritos utilizando-se ANOVA de duas vias, seguido
pelo teste de Newman-Keuls, quando F foi significativo. Quando ndo
houve interacdo entre as variaveis, ANOVA de uma via foi utilizada
para avaliar a diferenca entre 0s grupos, seguida pelo teste de Newman-
Keuls.

Os dados foram expressos como média () e erro padrdo da
média (média = E.P.M). Em todas as andlises, valores de p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para a realizacdo das
analises estatisticas foi usado o software Estatistica 8.0 e para a
elaboracdo dos gréaficos utilizou-se o programa GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADO

4.1 NIVEIS PLASMATICOS DE CITOCINAS MATERNAS

Na Figura 3, sdo apresentados os niveis plasmaticos de citocinas
maternas. ANOVA de uma via seguida pelo post hoc Tukey foi utilizada
para avaliar a diferenga entre os grupos [F(4,14) = 9,92, p <0.01]. A
analise dos niveis de IL-4 no plasma (Figura 3A) apontou que as ratas
maes expostas a dieta deficiente em AF e a dieta controle ndo
apresentaram diferenca nos niveis de IL-4. No entanto, houve um
aumento significativo desta citocina (IL-4) nas ratas maes que
receberam suplementacdo de AF nas doses de 5 mg/kg (p <0.01), 10
mg/kg (p <0.05) e 50 mg/kg (p <0.05) quando comparado as ratas
submetidas & dieta deficiente em AF e a dieta controle, indicando uma
possivel acdo protetora do AF na resposta anti-inflamatoria materna.

Para a IL-6 nas ratas maes (Figura 3B), ANOVA de uma via
mostrou diferenca significativa entre os grupos [F(4,14) = 9,92, p
<0.01]. Observou-se um aumento nos niveis plasmaticos de IL-6 nos
animais que receberam dieta deficiente em AF (p <0.05) comparado as
ratas maes do grupo controle, além de uma diminui¢do desta citocina
pré-inflamatoria nas méies expostas a dieta controle (p <0.05) ¢ a dieta
suplementada com AF na dose de 50 mg/kg (p <0.05) em relagdo ao
grupo deficiente em AF.

Também foi observado uma diferenca significativa entre o0s
grupos para os niveis plasmaticos de TNFa maternos, de acordo com
ANOVA de uma via [F(4,17) = 6,12, p <0.01]. Na Figura 3C, pode-se
verificar um aumento nos niveis de TNFa nas ratas maes expostas a
dieta deficiente em AF (p <0.01) e uma diminui¢do significativa nos
niveis de TNF-a. em animais submetidos a dieta controle (p <0.01), bem
como nas maes suplementadas com AF nas doses de 5 mg/kg (p <0.01),
10 mg/kg (p <0.05) e 50 mg/kg (p <0.01) quando comparado ao grupo
deficiente em AF.

Em resumo, estes achados sugerem que a deficiéncia materna de
AF contribuiu para o aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias
(IL-6 e TNF-a) nas ratas maes, enquanto a suplementagdo de AF na
gestacdo e lactacdo, particularmente a dose de 50 mg/kg, foi capaz de
reduzir os niveis plasmaticos de ambas as citocinas nestes animais
guando comparado ao grupo deficiente em AF. Além disso, observou-se
que as trés doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) suplementadas durante a fase
gestacional foram capaz de aumentar os niveis de IL-4, sugerindo um
possivel efeito anti-inflamatdrio desta vitamina nas mées.
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Figura 3: Anélise dos niveis plasmaticos de citocinas maternas. IL-4 (painel
A), IL-6 (painel B) e TNF-a (painel C) no plasma de ratas mées que foram
submetidas a dieta deficiente em AF, a dieta controle e a dieta controle
suplementada com diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a gestacdo
e lactacdo. N=5-6. Dados sdo expressos como média + EPM. * p <0.05
comparado ao grupo controle; ## p <0.05 comparado ao grupo deficiente (dieta
deficiente em AF).

Niveis plasmaticos TNFo. (pg/mg proteina)

4.2 NIVEIS CEREBRAIS DE CITOCINAS NA PROLE ADULTA

As Figuras 4A e 4B representam os niveis de IL-4 no cértex
frontal e hipocampo, respectivamente, da prole adulta submetida ao
modelo animal de esquizofrenia, cujas mdes foram expostas a dieta
deficiente em AF, dieta controle e suplementagdo com AF (5, 10 e 50
mg/kg) durante a gestacdo e lactagdo. ANOVA de duas vias revelou
interacdo significativa entre as variaveis: dietas maternas, salina e
cetamina [F(4,35) = 9,27, p <0.01] no cortex frontal (Figura 4A). Nesta
estrutura cerebral foram observados niveis aumentados de IL-4 nos
animais tratados com salina na vida adulta e cujas maes receberam dieta
suplementada com AF nas doses de 5 mg/kg (p <0.05) e 10 mg/kg (p
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<0.01) comparado ao grupo controle. Ja a prole adulta que recebeu
cetamina (25 mg/kg) e suas maes foram expostas a dieta suplementada
com AF 50 mg/kg, mostrou um aumento significativo nos niveis de IL-4
em relacdo ao grupo controle (p <0.05) e ao grupo cetamina (p <0.01), o
que pode sugerir um efeito anti-inflamatério duradouro do AF (50
mg/kg) no cortex frontal na prole adulta submetida ao modelo de
esquizofrenia.

No hipocampo (Figura 4B), ANOVA de duas vias ndo revelou
interacdo entre as varidveis: salina, cetamina e dietas maternas [F(4,35)
= 1,73, p =0.16]. Em contraste, ANOVA de uma via demonstrou que
houve diferenga entre os grupos [F(9,35) = 12,31, p <0.01]. Os animais
adultos tratados com salina cujas maes foram suplementadas com AF
nas doses de 5, 10 ¢ 50 mg/kg (p <0.01) apresentaram redugéo nos
niveis de IL-4 em relagdo ao grupo controle, indicando que a provével
acdo anti-inflamatéria do AF materno ndo persistiu na prole adulta, ao
menos no hipocampo. A cetamina administrada nos animais, cujas maes
foram expostas a dieta deficiente em AF (p <0.01), dieta controle (p
<0.05) e dietas suplementadas com AF nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg (p
<0.01) foi capaz de reduzir os niveis de IL-4 em relagdo ao grupo
controle. Estes dados sugerem um possivel efeito pro-inflamatério da
cetamina nos animais adultos, uma vez que este anestésico diminuiu
ainda mais os niveis de IL-4 na prole de médes deficiente em AF (dieta
deficiente AF+cetamina) e mées controle (grupo cetamina), além da
prole adulta proveniente de maes suplementadas com AF. Os niveis de
IL-4 também diminuiram nos animais tratados com cetamina, cujas
maes receberam dieta deficiente em AF (p <0.05) quando comparado ao
grupo deficiente (dieta deficiente AF+salina). J4 a prole adulta que
recebeu cetamina, cujas dietas maternas foram suplementadas com AF
10 mg/kg (p <0.05) e AF 50 mg/kg (p <0.01) apontou uma reducdo
significativa nos niveis de IL-4 quando comparado ao grupo cetamina.

Tomados em conjunto, no hipocampo, os resultados retratam que
a acdo anti-inflamatdria do AF suplementado durante a fase gestacional
ndo demonstrou um efeito protetor persistente para esta citocina (I1L-4)
na prole adulta, ambas tratadas com salina ou cetamina. Pode-se
enfatizar que o AF per se (5, 10 e 50 mg/kg+salina) foi capaz de reduzir
0s niveis de IL-4. De qualquer forma, sugere-se uma ac¢ao predominante
da cetamina na prole adulta, uma vez que tanto associada a dieta
controle como ao AF (em especial, AF 10 e 50 mg/kg materno), 0s
animais adultos apresentaram reducdo nos niveis de IL-4, o que indica
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um provavel efeito pré-inflamatério da cetamina na vida tardia dos
animais.

A Cortex Frontal B Hipocampo
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Figura 4: Analise dos niveis de IL-4 nas estruturas cerebrais: cortex frontal
(painel 4A) e hipocampo (painel 4B), respectivamente, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e
50 mg/kg) durante a gestacdo e lactacdo. N = 5-6. Dados sdo expressos como
média £ EPM. * p <0.05 comparado ao grupo controle; # p <0.01 comparado ao
grupo cetamina; ** p <0.05 comparado ao grupo deficiente em AF (dieta
deficiente AF+salina).

Nas Figuras 5A e 5B sdo apresentados os resultados dos niveis de
IL-6 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 suplementadas
com AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a fase gestacional. ANOVA de duas
vias demonstrou interacdo significativa entre as seguintes variaveis:
dietas maternas, salina e cetamina [F(4,28) = 5,36, p <0.01] no cdrtex
frontal (Figura 5A). Os niveis de IL-6 foram significativamente
elevados nos animais tratados com salina na vida adulta, cujas maes
receberam dieta deficiente em AF e suplementacdo com AF na dose de
10 mg/kg (p <0.01) em relagdo ao grupo controle. Esse dado indica que
a deficiéncia materna de AF contribuiu para o aumento desta citocina na
prole adulta e que, ao contrario do esperado, a suplementacdo de AF (10
mg/kg) nas ratas maes aumentou os niveis de IL-6 na prole,
demonstrando uma possivel acdo pro-inflamatéria da AF na vida adulta
da prole. J& a administracdo de cetamina na prole de méaes expostas a
dieta deficiente em AF (p <0.05) reduziu os niveis de IL-6 no cdrtex
frontal em relacdo ao grupo deficiente em AF (dieta deficiente
AF+salina).

No hipocampo, ANOVA de duas vias ndo apontou interacdo
entre as variaveis: dietas maternas, salina e cetamina [F(4,28) = 2,49, p
=0.06]. ANOVA de uma via revelou diferenca significativa entre os
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grupos [F(9,28) = 26,14, p <0.01]. Os animais tratados com salina na
idade adulta e provenientes de mdes suplementadas com AF nas doses
de 5, 10 e 50 mg/kg (p <0.01) mostraram uma redugéo nos niveis de IL-
6 guando comparado ao grupo controle, demonstrando que o provavel
efeito anti-inflamatdrio do AF materno foi capaz de persistir na vida
adulta da prole, particularmente no hipocampo. Do mesmo modo, a
prole adulta tratada com cetamina, cujas maes receberam dietas
suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg) (p <0.01) apresentaram
niveis reduzidos de IL-6 em relagdo ao grupo controle e ao grupo
cetamina. Estes resultados propdem que as diferentes doses de AF
suplementadas durante a fase gestacional parecem ter apresentado um
efeito anti-inflamatério duradouro nos animais adultos. Em
contrapartida, a administracdo de cetamina na vida adulta da prole
associada a deficiéncia materna de AF (p <0.01) reduziu os niveis de IL-
6 quando comparado aos grupos deficiente em AF, grupo controle e
grupo cetamina.

Em sintese, os resultados retratam diferencas quanto a ag&o anti-
inflamatdria do AF suplementado na fase gestacional no cértex frontal e
hipocampo da prole adulta. Verificou-se no hipocampo um efeito
protetor duradouro das diferentes doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) nos
animais tratados com salina ou cetamina, sugerindo uma acgdo anti-
inflamatdéria do AF para esta citocina. Além disso, em ambas as
estruturas cerebrais, as proles tratadas com cetamina, cujas mées foram
expostas a dieta deficiente em AF mostraram reducéo nos niveis de IL-
6, 0 que pode ser atribuido a uma possivel acdo anti-inflamatoria da
cetamina.
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Figura 5: Anélise dos niveis de IL-6 nas estruturas cerebrais: cortex frontal
(painel 5A) e hipocampo (painel 5B), respectivamente, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas mées foram submetidas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e
50 mg/kg) durante a gestacdo e lactacdo. N = 5-6. Dados sdo expressos como
média £ EPM. * p <0.05 comparado ao grupo controle; # p <0.01 comparado ao
grupo cetamina; ** p <0.05 comparado ao grupo deficiente em AF (dieta
deficiente AF+salina).
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As Figuras 6A e 6B ilustram os niveis de TNFa no cortex frontal e
hipocampo, respectivamente, da prole adulta submetida ao modelo
animal de esquizofrenia, cujas maes receberam dieta deficiente em AF,
dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg)
durante a fase gestacional. No cortex frontal e hipocampo,
respectivamente, ANOVA de duas vias ndo revelou interagdo
significativa entre as varidveis: dietas maternas, salina e cetamina:
[F(4,28) = 1,97, p =0.12] e [F(4,30) = 1,45, p =0.24]. Por conseguinte,
no cortex frontal, ANOVA de uma via demonstrou diferenca
significativa entre os grupos [F(9,28) = 4,39, p <0.01]. A prole adulta
que recebeu salina e cujas maes foram expostas a dieta deficiente em AF
mostrou um aumento significativo nos niveis de TNFa (p <0.01) em
comparagdo ao grupo controle, suportando a ideia de que a deficiéncia
pré-natal de AF foi capaz de interferir neste marcador inflamatorio. A
cetamina ndo teve qualquer efeito nos niveis de TNFa na prole adulta
gue foi submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes
receberam dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas
com AF (5, 10 e 50 mg/kg) durante a fase gestacional no cortex frontal
(Figura 6A).

No hipocampo (Figura 6B), ANOVA de uma via revelou uma
diferenga significativa entre os grupos [F(9,30) = 18,28, p <0.01]. Foi
observada uma consideravel reducdo nos niveis de TNFa em ambos os
animais adultos tratados com salina ou cetamina, cujas mées foram
suplementadas com AF em diferentes doses (5, 10 e 50 mg/kg) na fase
gestacional, quando comparado ao grupo controle (p <0.01) e ao grupo
cetamina (p <0.01). Tais achados indicam que o efeito anti-inflamatério
do AF suplementado nas ratas mdes durante a gestagdo e lactacdo foi
capaz de persistir na vida adulta da prole, tanto em animais tratados com
salina como nos ratos tratados com cetamina. Isso sugere um efeito
neuroprotetor duradouro do AF na vida tardia da prole, ao menos neste
parametro inflamatorio e nesta estrutura cerebral.
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Figura 6: Analise dos niveis de TNF-a nas estruturas cerebrais: cortex frontal
(painel 6A) e hipocampo (painel 6B), respectivamente, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e
50 mg/kg) durante a fase gestacional. N = 5-6. Dados sdo expressos como
média + EPM. * p <0.05 comparado ao grupo controle; # p <0.01 comparado ao
grupo cetamina.
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4.3 NIVEIS CEREBRAIS DE NEUROTROFINAS NA PROLE ADULTA

Nas Figuras 7A e 7B estdo representados os niveis de BDNF 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 suplementadas com AF (5, 10 e
50 mg/kg) durante a gestacdo e lactagdo. ANOVA de duas vias ndo
revelou interacdo entre as varidveis: dietas maternas, salina e cetamina
[F(4,25) = 1,50, p =0.23] no cortex frontal (Figura 7A). Ja ANOVA de
uma via indicou diferenca estatistica entre os grupos [F(9,25) = 14,90, p
<0.01], visto que a prole adulta tratada com salina, cujas maes
receberam dieta suplementada com AF 10 mg/kg (p <0.05) e AF 50
mg/kg (p <0.01) apontou um aumento significativo nos niveis de BDNF
em relacdo ao grupo controle. A prole adulta submetida ao modelo
animal de esquizofrenia pela administracdo de cetamina (p <0.05)
apresentou uma reducdo nos niveis de BDNF quando comparado ao
grupo controle, enquanto que nos animais tratados com cetamina e cujas
mées foram suplementadas com AF (10 e 50 mg/kg) (p <0.01), os niveis
de BDNF mantiveram-se aumentados na vida tardia da prole em
comparagdo ao grupo cetamina, sugerindo uma agdo neurotréfica
protetora persistente do AF no cortex frontal.

No hipocampo (Figura 7B), ANOVA de duas vias apontou
interagdo entre as variaveis acima relatadas: [F(4,29) = 3,29, p <0.05]. A
prole adulta tratada com salina, cujas maes foram expostas a dieta
deficiente em AF (p <0.05) e dietas suplementadas com AF 5 mg/kg (p
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<0.01) e 10 mg/kg (p <0.05) demonstrou niveis reduzidos de BDNF em
relacdo ao grupo controle. De modo similar, quando a prole recebeu
cetamina na vida adulta e suas mées dieta deficiente em AF (p <0.05) e
dietas suplementadas com AF nas doses de 10 mg/kg (p <0.05) e 50
mg/kg (p <0.01), observou-se uma reducdo nos niveis de BDNF quando
comparado ao grupo controle. O primeiro achado sugere que a
deficiéncia materna de AF refletiu tardiamente nos niveis de BDNF na
prole adulta, ambas tratadas com salina ou cetamina, as quais
apresentaram reducdo neste parametro neurotrofico no hipocampo. Ja o
AF suplementado nas mées durante a fase gestacional ndo apresentou
um efeito neuroprotetor na prole adulta, independentemente do
tratamento com salina ou cetamina, visto que as trés doses desta
vitamina (5, 10 e 50 mg/kg), de modo geral, reduziram os niveis de
BDNF hipocampal nos animais adultos.

A Cortex Frontal B Hipocampo
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Figura 7: Anélise dos niveis de BDNF nas estruturas cerebrais: cdrtex frontal
(painel 7A) e hipocampo (painel 7B), respectivamente, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e
50 mg/kg) durante a fase gestacional. N = 4-6. Dados séo expressos como
média + EPM. * p <0.05 comparado ao grupo controle; # p <0.01 comparado ao
grupo cetamina.
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As Figuras 8A e 8B ilustram os niveis de NGF no cortex frontal e
hipocampo, respectivamente, da prole adulta submetida ao modelo
animal de esquizofrenia, cujas mées foram expostas a dieta deficiente
em AF, dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e 50
mg/kg) durante a gestacdo e lactacdo. ANOVA de duas vias ndo revelou
interacdo entre as varidveis: dietas maternas, salina e cetamina [F(4,25)
= 2,13, p =0.10] no cortex frontal (Figura 8A). ANOVA de uma via
retrata que houve diferenca significativa entre os grupos [F(9,25) = 6,28,
p <0.01]. A prole adulta tratada com salina, cujas maes foram
suplementadas com AF 5 mg/kg (p <0.05) mostrou uma redugdo
significativa nos niveis de NGF quando comparado ao grupo controle.
Por conseguinte, a administragdo de cetamina na vida adulta da prole
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associada a deficiéncia materna de AF, a dieta controle (grupo cetamina)
e a suplementacdo de AF 5 mg/kg (p <0.01) durante a fase gestacional,
levou a reducdo dos niveis de NGF quando comparado ao grupo
controle, sugerindo uma acdo predominante da cetamina, a qual pode ter
contribuido para reduzir esta neurotrofina nestes animais. Ja a prole
adulta tratada com cetamina, cujas maes foram expostas a
suplementacdo com AF 10 mg/kg (p <0.01) e 50 mg/kg (p <0.05)
apresentaram um aumento significativo nos nives de NGF no cdrtex
frontal, o que indica uma acdo predominante do AF sobre a cetamina, o
qual apresentou um efeito persistente nos animais adultos.

No hipocampo (Figura 8B), ANOVA de duas vias apontou
interacdo entre as varidveis: dietas maternas, salina e cetamina [F(4,32)
= 3,85, p <0.05]. Observou-se uma reducdo consideravel nos niveis de
NGF na prole adulta tratada com salina, cujas maes receberam dieta
deficiente em AF (p <0.05) e dieta suplementada com AF 5 mg/kg (p
<0.01) em relagdo ao grupo controle. A cetamina administrada na vida
adulta da prole, cujas maes foram submetidas a dieta deficiente em AF
(p <0.05), a dieta controle (grupo cetamina) (p <0.01) e as dietas
suplementadas com AF nas trés doses (5, 10 e 50 mg/kg) (p <0.01) foi
capaz de reduzir os niveis de NGF hipocampal em relacdo ao grupo
controle, apontando uma provavel acdo predominante da cetamina na
prole adulta. Este resultado sugere que o possivel efeito neuroprotetor
do AF materno suplementado durante a fase pré-natal, pelo menos neste
parametro neurotréfico e nesta estrutura cerebral, ndo persistiu na vida
adulta da prole, podendo inclusive ser atribuido a acdo da cetamina, uma
vez que o AF materno (10 e 50 mg/kg) na prole tratada com salina,
apesar de ndo ter demonstrado diferenca estatistica em relagdo ao grupo
controle, demonstrou uma tendéncia em manter os niveis de NGF
aumentados na vida tardia destes animais.
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Figura 8: Andlise dos niveis de NGF nas estruturas cerebrais: cortex frontal
(painel 8A) e hipocampo (painel 8B), respectivamente, da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas mdes foram expostas a
dieta deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas com AF (5, 10 e
50 mg/kg) durante a fase gestacional. N = 4-6. Dados sd0 expressos como
média + EPM. * p <0.05 comparado ao grupo controle (dieta AIN 93
controletsalina); # p <0.01 comparado ao grupo cetamina.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, pdde-se verificar um aumento nos niveis
plasméticos da citocina IL-4 nas ratas mdes expostas as dietas
suplementadas com AF nas trés doses utilizadas (5, 10 e 50 mg/kg), o
gue sugere um possivel efeito anti-inflamatério desta vitamina nas ratas
maes. Em contraste, as mées submetidas a dieta deficiente em AF e &
dieta controle mantiveram niveis semelhantes de IL-4, uma vez que
estes grupos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Para as
citocinas pro-inflamatdrias, observou-se que a dieta materna deficiente
em AF foi capaz de elevar os niveis de IL-6 e TNFa, indicando que a
deficiéncia de AF pré-natal pode refletir no aumento destes marcadores
inflamatdrios nas mées. Ja os niveis plasmaticos de IL-6 nas ratas maes
do grupo controle e nas maes suplementadas com AF 50 mg/kg, assim
como os niveis de TNFa nas maes do grupo controle e suplementadas
nas trés doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg), foram significativamente
reduzidos nestes animais, suportando a ideia do provavel efeito protetor
do AF durante a gravidez na resposta inflamatoria materna.

Conforme demonstrado por Xu et al. (2007), ativadores
inflamatdrios e imunoldgicos, como o LPS sdo induzidos por eventos
estressores, especialmente em periodos criticos como na fase
gestacional, sendo capazes de ativar a microglia no SNC e estimular a
producdo de citocinas inflamatorias durante a gravidez. E sabido que o
AF apresenta efeito anti-inflamatdrio por reduzir a liberagdo de citocinas
a partir de células mononucleares de sangue periférico em individuos
com HHcy (Holden et al., 2002). Feng et al. (2011) apontam que 0 AF
inibiu  acentuadamente a producdo excessiva de mediadores
inflamatdrios (IL-1p ¢ TNFa) nos macrofagos induzida pelo LPS via
inibicdo de proteinas-quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) e do
fator nuclear-kappa B (NFKB). Do mesmo modo, Zhao e colegas (2013)
verificaram que a suplementacdo materna com esta vitamina (0.6, 3 e 15
mg/kg) atenuou o efeito do LPS, inibindo as citocinas pro-inflamatdrias,
IL-1B, IL-6 e TNFa placentérias. Ainda, a suplementagdo de AF durante
a gestacdo significativamente reduziu os niveis de IL-1B, IL-6 ¢ TNFa
no soro e fluido amnidtico materno. Com efeito, estes resultados
sugerem uma acdo protetora do AF na toxicidade induzida pelo LPS que
pode, pelo menos parcialmente, ser atribuida aos efeitos anti-
inflamatdrios desta vitamina (Zhao et al., 2013).

Em geral, os dados acima estdo em conformidade com os
resultados do presente estudo, uma vez que foi observada uma provavel
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acdo protetora do AF, representada pelo aumento dos niveis plasmaticos
de IL-4 e pela reducdo dos niveis de IL-6 ¢ TNFa nas ratas mies do
grupo controle e suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg). Ja a dieta
materna deficiente em AF aumentou os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias (IL-6 ¢ TNFa), confirmando que a deficiéncia prolongada
desta vitamina na fase gestacional é capaz de alterar marcadores
inflamatoérios maternos. Ademais, o possivel efeito benéfico do AF nas
ratas maes pode ser atribuido a sua agdo anti-inflamatéria, conforme
também relatado por Zhao et al. (2013) e Feng et al. (2011).

Estudos em animais demonstraram que a HHcy na gestacéo,
geralmente devido a deficiéncia de AF materna, pode comprometer a
funcdo placentaria através da ativacdo de fatores de coagulacgdo,
liberacdo de mediadores inflamatdrios, lesdo endotelial e apoptose,
sendo capaz de aumentar o risco de esquizofrenia na vida tardia da
prole, comprometendo inclusive o fornecimento de oxigénio para o feto
(Hofmann et al., 1998; Kamudhamas et al., 2004). Além disso, a hipdxia
fetal tem sido implicada na patogénese deste transtorno e 0s niveis
elevados de Hcy estdo associados a varias complicacBes obstétricas
relacionadas a esquizofrenia na prole (Dalman et al., 2001; Cannon et
al., 2002; Brown et al., 2007). Similarmente, Canever e colegas (2017)
verificaram que a deficiéncia materna de AF foi capaz de aumentar os
niveis plasmaticos de Hcy, enquanto a suplementacéo de AF (5, 10 e 50
mg/kg) nas ratas mdes preveniu significativamente o aumento deste
aminoacido.

O desenvolvimento e crescimento da placenta durante a gestacéao
é determinado pela condicdo nutricional materna e tem um papel crucial
na saude do feto, uma vez que a placenta corresponde ao elo entre as
circulagbes materno-fetal (Dhobale, 2014). Além disso, deficiéncias
nutricionais maternas estdo associadas a ativacdo microglial, podendo
contribuir para a patogénese de transtornos neurodesenvolvimentaisna
vida jovem-tardia da prole, como a esquizofrenia, pelo fato de ambos os
fatores aumentarem a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e
contribuir para um estado pré-inflamatério duradouro. Em adigéo, as
alteracdes imunoldgicas influenciam os sistemas dopaminérgicos e
serotoninérgicos, bem como a neurotransmissdo noradrenérgica e
glutamatérgica, afetando os sistemas neurais envolvidos na
fisiopatologia deste transtorno (Miiller et al., 2015).

O presente estudo também avaliou o efeito das dietas maternas
deficiente em AF, dieta controle e dietas suplementadas com diferentes
doses de AF (5, 10 e 50 mg/kg) em parametros inflamat6rios nas
estruturas cerebrais, cortex frontal e hipocampo, da prole adulta
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submetida ao modelo animal de esquizofrenia. Os resultados apontaram,
no cortex frontal, niveis aumentados de IL-4 nos animais tratados com
salina e cujas maes foram submetidas a dieta suplementada com AF (5 e
10 mg/kg). A prole adulta tratada com cetamina, cujas maes foram
expostas a dieta suplementada com AF (50 mg/kg) também mostrou um
aumento significativo nos niveis de IL-4, o que indica uma resposta
anti-inflamatoria persistente do AF apenas na dose mais elevada (50
mg/kg) nos animais adultos submetidos ao modelo de esquizofrenia.
Isso apobia a hipdtese de que o AF pode ter efeito tanto na reducédo do
risco de transtornos psiquiatricos, como na melhora do desenvolvimento
imune-fetal (Marques et al., 2013). Em contraste, no hipocampo
verificou-se que 0s animais tratados com salina ou cetamina, cujas mées
foram suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg) apresentaram niveis
diminuidos de IL-4, sugerindo que AF materno ndo teve uma agdo
persistente na vida tardia da prole. Este achado também pode ser
atribuido ao efeito predominante da cetamina na prole adulta, a qual
isoladamente (grupo cetamina) foi capaz de reduzir os niveis de IL-4,
refletindo um provavel efeito pré-inflamatdrio deste anestésico no
modelo animal de esquizofrenia. Diante disso, evidéncias suportam uma
relagdo importante entre esquizofrenia e inflamagéo (Meyer et al., 2011,
Na et al., 2014; Watkins e Andrews, 2016).

Além disso, a IL-4 destaca-se como uma citocina cujo papel
ainda ndo estd bem estabelecido, porém €é sabido que pode
alternativamente ativar a microglia, a qual estd envolvida no
crescimento de neuritos e processos de reparo depois de um dano no
SNC (Fenn et al., 2014). Tudo isso poderia, pelo menos em parte,
contribuir para o entendimento da reducdo dos niveis de IL-4 no
hipocampo da prole adulta submetida ao modelo animal de
esquizofrenia, uma vez que a agdo desta citocina permanece
questionavel. De qualquer forma, estudo conduzido por Field et al.
(2006) mostrou que a suplementacdo de AF em ratos com 11 e 24 meses
proporcionou um aumento nos niveis de IL-4, refor¢ando seu efeito no
envelhecimento. Diante disso, observam-se contradi¢des sobre a IL-4, 0
que sugere a necessidade de mais estudos elucidar a relacdo desta
citocina com a esquizofrenia, além de esclarecimentos sobre a sua acéo
na resposta inflamatéria.

A inflamacdo é um componente necessario a manutencdo da
homeostase corporal. Assim, alguns farmacos podem interagir com a
resposta inflamatéria de uma maneira positiva, negativa ou "dupla”.
Dentre estas substancias, a cetamina parece ter um efeito significativo
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na regulacdo da inflamagdo, uma vez que este antagonista do receptor
NMDA atua em diferentes niveis da resposta imune, via recrutamento
de células inflamatdrias, producdo de citocinas e na regulacdo de
mediadores inflamatdrios. O efeito resultante dessas interacdes confere a
cetamina propriedades imunomoduladoras por limitar a exacerbagéo da
inflamacédo sistémica. Nesse sentido, a acdo deste anestésico na resposta
imune permanece conflitante, pois dependendo da dose utilizada, a
droga pode ativar ou inibir marcadores inflamatérios (Loix et al., 2011).
Deste modo, Cao et al (2014) indicam que a cetamina (80 mg/kg) pode
inibir a fungdo cognitiva, tem efeitos toxicos sobre os neurdnios
hipocampais e ainda é capaz de inibir a funcdo imune em ratos jovens.
Esses achados, pelo menos parcialmente, sdo consistentes aos resultados
do presente estudo, uma vez a cetamina demonstrou uma resposta pro-
inflamatoria, ao reduzir os niveis de IL-4 no hipocampo da prole adulta.

Em relacdo as citocinas pro-inflamatérias, verificou-se uma
diminuicéo significativa nos niveis de IL-6 e TNFa no cortex frontal de
animais tratados com salina, cujas maes foram submetidas a dieta
controle durante a fase gestacional (grupo controle). J& a prole adulta
gue recebeu salina, cujas maes foram expostas a dieta deficiente em AF
mostrou um aumento nos niveis de ambas as citocinas pro-inflamatdrias,
comprovando que a deficiéncia materna desta vitamina foi capaz de
impactar na resposta inflamatoria na vida tardia dos animais. No
hipocampo, em especial, as ratas mdes que receberam dietas
suplementadas com AF (5, 10 e 50 mg/kg), cuja prole foi tratada com
salina ou cetamina, ambos 0s animais apresentaram uma reducgdo
significativa nos niveis de IL-6 e TNFa. Estes resultados demonstraram
um efeito protetor duradouro do AF nestes parametros inflamatorios,
conforme também observado anteriormente nas ratas maes, as quais
foram suplementadas com AF durante a fase gestacional, embora nas
maées tenham sido avaliados os nives plasmaticos de citocinas e na prole
avaliaram-se o0s niveis cerebrais.

Em geral, esses resultados confirmam que a alimentacdo
materno-fetal adequada em micronutrientes, em particular com AF, é
necessaria para o desenvolvimento da resposta imunologica fetal e
neonatal e para a proliferacdo de células imunes (Marques et al., 2013).
Ainda, a cetamina administrada na prole adulta de maes expostas a dieta
deficiente em AF, foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 no cdrtex
frontal e hipocampo dos animais. Esses achados retratam que
possivelmente a deficiéncia materna de AF ndo teve uma aglo
duradoura na vida tardia da prole, uma vez que reduziu esta citocina
pré-inflamatoéria. Assim, a administracdo de cetamina na vida adulta
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pode ter apresentado uma acgdo predominante para a reducdo dos niveis
de IL-6 nestes animais, apoiando a hipdtese de que este anestésico
parece interagir com a resposta inflamatéria de uma maneira positiva,
negativa ou "dupla" (Loix et al., 2011).

Sabe-se que as citocinas, particularmente a IL-6 e 0 TNFa, estdo
aumentadas na esquizofrenia, assim como os niveis de Hcy geralmente
associado a deficiéncia materna de AF, os quais poderiam promover
respostas inflamatdrias capazes de modular o genétipo da enzima
metileno-tetrahidrofolato redutase (MTHFR) na prole adulta (Feng et
al., 2009). Diante disso, Garcia-Miss et al. (2010) observaram que 0
gendtipo da MTHFR ndo foi um fator de risco determinante para o
desenvolvimento da esquizofrenia, entretanto, no presente estudo esta
enzima ndo foi avaliada. De qualquer forma, além do gendtipo, fatores
ambientais como o consumo inadequado de AF a longo prazo durante a
gravidez (Roy et al.,, 2012; Amani et al., 2006), pode ter um papel
crucial na expressdo dos efeitos da MTHFR C667T, especialmente
guando a via metabolica do folato estd comprometida. Esta bem descrito
gue a atividade enzimatica da MTHFR é regulada pelos niveis de 5-
metil tetrahidrofolato circulantes (Friso e Shoi, 2005), assim, a
deficiéncia de vitaminas do complexo B pode prejudicar o metabolismo
de AF e, consequentemente, aumentar os niveis de Hcy (Canever et al.,
2017). Ademais, uma reducédo dos niveis de SAM compromete a sintese
e a manutencdo do DNA e neurotransmissores, desencadeando
polimorfismos capazes de contribuir para a patogénese da esquizofrenia
ou para a manifestagdo de seus sintomas em algum momento da vida
(Garcia-Miss et al., 2010).

A esquizofrenia tem origem multifatorial e a interacdo entre
fatores genéticos e ambientais representa um grande impacto na sua
etiologia (Brown, 2011; Shorter e Miller, 2015). Desse modo, a
deficiéncia de AF durante a gestacdo e o0 aumento dos niveis de Hcy
materno é capaz de modular alteracdes nos padrbes epigenéticos
(metilacdo de DNA, modificacdes de histonas), levar a anormalidades
na neurotransmissdo e induzir estresse oxidativo, o qual pode interferir
no ciclo de um carbono, desencadear respostas inflamatdrias e alterar
fatores neurotréficos na vida tardia da prole, contribuindo,
consequentemente, para o desenvolvimento da esquizofrenia (Krebs et
al., 2009; Brown, 2011; Shorter e Miller, 2015; Zugno et al., 2016). De
fato, estudos tém especulado a relagdo entre o metabolismo do AF e o
transtorno, suportando a hipdtese de que a deficiéncia pré-natal desta
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vitamina pode ser um fator de risco para a esquizofrenia (Gunawardana
etal., 2011; Canever et al., 2017).

Além de influenciar a resposta inflamatdria, o desequilibrio de
micronutrientes durante a gestacdo pode comprometer os fatores
neurotroficos na vida tardia da prole. Devido tais consideracGes, 0
presente estudo investigou o efeito das dietas maternas (controle, dietas
suplementadas com AF nas doses de 5, 10 e 50 mg/kg e dieta deficiente
em AF) sobre 0s niveis de BDNF e NGF, no cértex frontal e hipocampo,
da prole adulta submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzida
pela administracdo de cetamina. Dhobale (2014) sugere que alteracdes
na expressao e nos niveis de neurotrofinas durante a gestacdo podem
estar relacionadas a sua interacdo com os micronutrientes (AF, vitamina
B12 e DHA). Estudos em animais demonstraram niveis e expressao de
BDNF e NGF alterados no cérebro da prole adulta, devido uma dieta
materna desequilibrada em micronutrientes (Sable et al., 2011, 2012,
2014).

Os achados acima confirmam os dados da presente pesquisa, uma
vez que no hipocampo, ambas as proles tratadas com salina ou cetamina,
cujas mées receberam dieta deficiente em AF apresentaram niveis
diminuidos de BDNF, o qual tem uma importante acdo no
neurodesenvolvimento e na plasticidade neuronal. Com efeito, estes
resultados reforcam que uma nutricdo inadequada desde o inicio da vida
pode predispor o aparecimento de doencas cardiovasculares, diabetes,
além de transtornos neurodesenvolvimentais nos filhos, como a
esquizofrenia (Dhobale, 2014). Em adicdo, estudo conduzido por
Goulart et al. (2010) demonstrou que a cetamina (4, 8 e 20 mg/kg)
impediu 0 aumento do BDNF hipocampal e foi capaz de comprometer a
consolidacdo da meméria de longo prazo no teste de reconhecimento de
objetos. Tais resultados sugerem que os efeitos amnésicos da cetamina
podem ser, pelo menos parcialmente, mediados por uma influéncia na
sinalizacdo do BDNF no hipocampo (Goulart et al., 2010). Ainda, no
presente estudo, a prole adulta que recebeu cetamina (grupo cetamina)
apresentou uma reducdo nos niveis de BDNF no cortex frontal,
corroborando estudo realizado por Zugno et al. (2015), em que a
cetamina reduziu os niveis de BDNF no cértex pré-frontal lhora (h) e
24h apos a ultima administragdo da droga. Neste sentido, Favalli et al.
(2012) concluiram que os niveis desta neurotrofina estdo alterados em
pacientes esquizofrénicos, o que pode explicar o resultado obtido nos
animais do grupo cetamina (modelo de esquizofrenia) em ambos os
estudos acima relatados. Por outro lado, Autry e colaboradores (2011)
demonstraram que a cetamina foi capaz de aumentar os niveis de BDNF
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no hipocampo de animais 30 min apds a administracdo, mas nao apds
24h, contrariando em parte, 0s achados acima.

A prole adulta tratada com salina ou cetamina, cujas méaes
receberam dieta suplementada com AF (10 e 50 mg/kg) apresentaram
niveis aumentados de BDNF no cértex frontal. Sabe-se que a nutri¢do
materna, particularmente o folato, a vitamina B12 e os PUFAs (DHA),
sdo os principais determinantes do metabolismo de um carbono, o que
sugere que estes compostos encontram-se no centro da programacéo
intrauterina de doencas na vida adulta, devido aos seus efeitos protetores
(Dhobale, 2017). Com base nisso, a pesquisa atual confirmou a acgdo
duradoura e neuroprotetora do AF na vida tardia dos animais
submetidos ao modelo de esquizofrenia, uma vez que a dieta materna
suplementada com AF foi capaz de prevenir o efeito da cetamina sobre
o0s niveis de BDNF na prole adulta, ao menos nesta estrutura cerebral.

Ao contrario do esperado, de modo geral no hipocampo, ambas as
proles que receberam salina ou cetamina e suas maes dietas
suplementadas com AF nas trés doses (5, 10 e 50 mg/kg), em especial
10 mg/kg, apontaram uma reducdo nos niveis de BDNF quando
comparado ao grupo controle. Neste caso, o efeito protetor do AF
materno ndo persistiu na vida adulta da prole, o que pode estar
relacionado a estrutura cerebral avaliada na prole ou a alguma alteracao
no metabolismo do AF nas ratas mées. Sable e colaboradores (2012)
verificaram que os niveis de AF foram relativamente baixos na prole de
mées suplementadas com AF (2 e 8 mg/kg) durante a gestacdo, ambas
na auséncia e presenca de vitamina B12, sugerindo que 0s niveis mais
elevados de AF materno (8 mg/kg), possam ter sido excessivos e, assim,
ter desencadeado um desequilibrio no ciclo de um carbono, tornando o
AF inativo e resultando na deficiéncia desta vitamina. Em consequéncia,
isto poderia ter levado & diminui¢do dos niveis de AF materno e afetado
a transferéncia de folato para a prole, impactando na redugdo dos niveis
de neurotrofinas cerebrais. Na presente pesquisa, ndo foram avaliados os
niveis de AF materno e na prole e também nédo foi suplementada ou
dosada a vitamina B12 durante a gestacdo das ratas. Todavia, 0s
resultados obtidos, a0 menos em parte, poderiam estar relacionados a
explicacdo acima, uma vez que o AF materno (10 e 50 mg/kg) induziu
uma acao diferente do esperado na prole e a cetamina isolada (grupo
cetamina) ndo reduziu os niveis de BDNF no hipocampo dos animais.

Além disso, Sable et al. (2013) sugerem que os efeitos da
suplementacdo nutricional materna sdo determinados ndo somente pelo
tempo e dose do nutriente suplementado, mas também pela combinagdo
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de diferentes micronutrientes (AF, vitamina B12 e DHA), os quais
atuam em conjunto. Estes autores concluiram que a dieta materna e p0s-
natal desequilibrada em micronutrientes (deficiente ou excesso de AF e
vitamina B12) reduziu os niveis de DHA e BDNF no cortex e
hipocampo da prole adulta. Estas alteracfes ndo foram revertidas pela
dieta controle no periodo pds-natal, tendo contribuido inclusive para o
declinio cognitivo na prole adulta. Estes achados comprovam, portanto,
gue agentes estressores durante a fase neurodesenvolvimental s&o
capazes de afetar a expressdo génica via alteracdes epigenéticas, em
particular, mudancas nos padrdes de metilacdo do DNA, influenciando
genes relacionados ao BDNF, os quais podem levar a fenétipos
psiquiatricos através de manifestacbes comportamentais alteradas na
vida jovem-adulta da prole (Niculescu et al., 2006)

Em relacdo ao niveis de NGF, em ambas as estruturas cerebrais, a
prole adulta tratada com salina ou cetamina, cujas médes foram
suplementadas com AF 5 mg/kg apresentou uma redugdo nos niveis
desta neurotrofina. No cértex frontal, a administracdo de cetamina na
vida adulta da prole associada a deficiéncia materna de AF e a dieta
controle (grupo cetamina) durante a fase gestacional, levou & reducédo
dos niveis de NGF, sugerindo neste caso, uma possivel acdo
predominante da cetamina na vida tardia dos animais. Pesquisas clinicas
e pré-clinicas tém relatado que o uso da cetamina esta associado a
alteracBes nos niveis séricos de BDNF e NGF, embora os resultados
diferem entre os estudos. Ke et al. (2014) verificaram niveis séricos
diminuidos de BDNF e NGF em pacientes dependentes de cetamina
guando comparado aos individuos controles e correlacionaram a
reducdo destas neurotrofinas ao uso crénico da cetamina, bem como a
manifestacdo de sintomas positivos e negativos. Estudo conduzido com
animais demonstrou um aumento nos niveis de BDNF no lobo frontal e
cerebelo de ratos apds administragdo de cetamina (30 mg/kg), enquanto
o0s niveis de NGF aumentaram no cerebelo, mas diminuiram no estriado
de animais induzidos ao modelo de esquizofrenia (Becker et al., 2008).
Outra pesquisa realizada com ratos filhotes mostrou que a exposi¢do
repetida de cetamina (20 mg/kg) levou a neurodegeneracdo acelerada e
ao aumento dos niveis de BDNF nos tecidos cerebrais em
desenvolvimento (Ibla et al., 2009). Diante da discrepancia nos dados
apresentados, os achados do presente estudo podem tanto divergir como
ser consistente aos resultados acima, uma vez que os efeitos da cetamina
nas neurotrofinas permanecem conflitantes.

Nesta pesquisa, a prole adulta tratada com cetamina, cujas mées
foram expostas a suplementacdo com AF (10 e 50 mg/kg) demonstrou
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um aumento nos nives de NGF no cértex frontal, o que indica uma acéo
persistente do AF sobre a cetamina nesta regido cerebral. Tal achado
assemelha-se, ao menos parcialmente, aos dados obtidos por Sable et al.
(2011), os quais observaram que a suplementacdo materna de DHA
associada a duas dietas (deficiente em vitamina B12, adequada em AF e
deficiente em vitamina B12 com excesso de AF) foi capaz de aumentar
0s niveis cerebrais de NGF nos filhotes, sugerindo que um aporte
adequado de AF durante a gravidez pode contribuir para a manutengédo
dos fatores neurotréficos, como NGF.

Em contraste, no hipocampo, observou-se uma redu¢do nos niveis
de NGF na prole adulta tratada com salina, cujas mées receberam dieta
deficiente em AF e dieta suplementada com AF (5 mg/kg). A
deficiéncia materna de AF tem sido relacionada as doencas
neurodegenerativas e aos transtornos neurodesenvolvimentais. De fato,
estudo conduzido por Eckart et al. (2013) mostrou que a deficiéncia de
AF foi capaz de afetar os niveis de NGF no cortex frontal, amigdala e
hipocampo de ratos idosos, contribuindo para um fendétipo tipo-ansioso-
depressivo, bem como para a neurodegeneracdo seletiva hipocampal.

Ademais, no presente estudo, a cetamina administrada nos
animais adultos, cujas maes foram submetidas a dieta deficiente em AF,
a dieta controle (grupo cetamina) e as dietas suplementadas com AF nas
trés doses (5, 10 e 50 mg/kg) foi capaz de reduzir os niveis de NGF no
hipocampo, refletindo uma provével a¢do predominante da cetamina na
prole adulta. Este resultado também indica que o efeito neuroprotetor do
AF materno, pelo menos neste pardmetro neurotréfico e nesta estrutura
cerebral, ndo persistiu na vida tardia da prole, podendo ser atribuido
mais diretamente a a¢do da cetamina, uma vez que o AF materno (10 e
50 mg/kg) na prole tratada com salina, demonstrou uma tendéncia em
manter os niveis de NGF aumentados na vida adulta dos animais. Ricci
e colegas (2011) observaram um aumento nos niveis séricos de BDNF
em 17 usudrios de cetamina crbnica em comparacdo a 11 individuos
saudaveis, porém os niveis de NGF ndo diferiram entre os grupos. Uma
vez que 0 BDNF e o NGF desempenham um importante papel no
desenvolvimento dos neurdnios e nas fungdes cognitivas, torna-se
intrigante  hipotetizar que o0s niveis séricos reduzidos destas
neurotrofinas em pacientes dependentes de cetamina possa desempenhar
uma acdo crucial nos prejuizos funcionais relacionados ao uso deste
anestésico (Eckart et al., 2013), ja que a cetamina induz um estado
psicético transitorio e reversivel, inclusive em pessoas saudaveis (Javitt
et al., 2000; Mechri et al., 2001).
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Os mecanismos pelos quais a cetamina influencia os niveis de
neurotrofinas tém sido investigados, especialmente 0 BDNF. Um estudo
supde que o bloqueio do receptor NMDA pela cetamina e a ativacdo dos
receptores AMPA intermedeiam o aumento dos niveis de BDNF (Yang
et al., 2012). Ao mesmo tempo, pesquisas (Hansen et al., 2004; Semba
et al., 2006; Snigdha et al., 2011) relatam que os receptores NMDA
podem inibir a sintese de BDNF via atividade deprimida da proteina
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) e por atenuar 0s
niveis da proteina ligante ao elemento de resposta ao AMPc fosforilado
(CREB) (Hansen et al., 2004). Assim, a modula¢do dos niveis de BDNF
desencadeada pelo blogueio do receptor NMDA através da cetamina,
pode ser uma via bidirecional sob diferentes circunstancias (Eckart et
al., 2013).

Em resumo, a insuficiéncia, o desequilibrio ou o excesso de
micronutrientes durante a gravidez pode comprometer 0
desenvolvimento e a funcdo cerebral. Evidéncias especulam a influéncia
dos micronutrientes, em particular DHA, em pacientes jovens
esquizofrénicos no inicio da psicose, confirmando a hipdtese
neurodesenvolvimental deste transtorno (Kale et al., 2008, 2010). Sabe-
se que a deficiéncia materna de vitaminas do complexo B,
especialmente o AF, interfere no ciclo de um carbono, reduzindo a
doacdo de grupos metil aos fosfolipidos de membrana, o que contribui
para a diminuigdo dos niveis de DHA (Kale et al., 2008, 2010), além de
comprometer a metilagdo do DNA e a sintese de neurotransmissores.
Em conjunto, a nutricdo pré-natal inadequada pode predispor o
aparecimento de transtornos psiquiatricos como a esquizofrenia na
prole, a qual se torna aparente apds o nascimento, mais precisamente na
idade jovem-adulta, porém tém sua origem durante a vida fetal mediante
fatores estressores maternos (Rehn et al., 2002; Cannon et al., 2008; Roy
etal., 2012).

Adicionalmente, Sable et al. (2011, 2012, 2013) apontaram 0s
efeitos adversos de uma dieta materna desequilibrada em micronutrients
nos fatores neurotréficos (BDNF e NGF) na prole ao nascer e aos 21
dias de vida. Nestes estudos, a prole proveniente de mdes expostas a
diferentes dietas durante a gestacdo foi acompanhada desde o
nascimento até a idade adulta e os achados mostraram que 0 aporte
nutricional inadequado foi capaz de afetar a composic¢do cerebral de
PUFAs (DHA), bem como os niveis de neurotrofinas no coértex e
hipocampo, regides que desempenham um papel vital no
armazenamento e processamento de informacdes e sdo cruciais para 0s
processos cognitivos. Estudo realizado com animais apontou que as
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dietas maternas deficientes em vitaminas do complexo B levam ao
acumulo de Hcy e niveis reduzidos de DHA plasmatico (Van Wijk et
al., 2012). Diante disso, além dos efeitos protetores do AF, a vitamina
B12 tem seu valor por desempenhar um papel na regulagdo do equilibrio
da rede de citocinas e fatores de crescimento no SNC de animais,
podendo também estar associada aos prejuizos na prole quando
deficiente durante a gestacdo (Scalabrino et al., 2003).

Do mesmo modo, estudos em humanos confirmam a relagdo
entre 0s micronutrientes (AF e vitamina B12) maternos alterados,
reducdo de DHA, aumento dos niveis de Hcy e estresse oxidativo nos
filhos (Dhobale et al., 2011, 2012a,b). Assim se enfatiza a hip6tese de
gue o aumento do estresse oxidativo e a diminuicdo de DHA pode
alterar os niveis e a expressao de neurotrofinas no cérebro materno-fetal,
uma vez que o equilibrio entre neurotrofinas e estresse oxidativo é
fundamental para o crescimento e desenvolvimento normal da prole
adulta (Dhobale et al., 2014).

Com efeito, Roy et al. (2012) supdem que a desarmonia nos
micronutrientes, inclusive alteragdes na ingestdo ou metabolismo do AF
e vitamina B12 é capaz de aumentar o estresse oxidativo devido a
geracdo de radicais livres que interagem com PUFAs das membranas
celulares ou lipoproteinas, formando peréxido de lipidios (Roy et al.,
2012). De modo geral, as vitaminas do complexo B podem exercer um
efeito neuroprotetor através da modulacdo do estresse oxidativo
induzido pela Hcy no cérebro (Boldyrev e Jonhson, 2007; Zhang et al.,
2013). Adicionalmente, a deficiéncia de AF, vitamina B12 e dmega-3 na
gestacdo pode induzir o estresse oxidativo, levando a diminuigdo dos
niveis de PUFAs cerebrais na prole ao nascer e, consequentemente,
contribuindo para o desenvolvimento de transtornos na vida tardia (Roy
et al., 2012; Sable et al., 2012). Por fim, tomados em conjunto 0s
resultados da presente pesquisa, pode-se salientar que a ativacao
microglial associada ao o estresse oxidativo interferem diretamente em
todo o processo de neurodesenvolvimento desde a gestacdo até a vida
adulta da prole, o que suporta a hipétese de que o0 uso de micronutrientes
maternos, em particular AF, pode ser eficaz na prevencdo da
esquizofrenia por seu efeito antioxidante, anti-inflamatério (Canever et
al., 2017) e protetor nos fatores neurotréficos (Pandya et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

Como conclusdo este estudo retrata a importancia da
suplementacdo de AF na fase gestacional para os niveis plasmaticos de
IL-4, IL-6 ¢ TNFo, uma vez que esta vitamina mostrou ser uma
alternativa eficaz na resposta inflamatdria das ratas maes. Em geral, o
AF apresentou uma agdo persistente na vida tardia da prole submetida
ao modelo animal de esquizofrenia, particularmente por reduzir os
niveis de citocinas pro-inflamatérias (IL-6 ¢ TNFa) no hipocampo dos
animais. A suplementacdo materna com AF (10 e 50 mg/kg) também
demonstrou um efeito duradouro e neuroprotetor nos niveis de BDNF e
NGF, em especial, no cortex frontal da prole adulta. Desta forma, deve-
se mencionar o papel crucial da suplementacdo de AF durante a
gestacdo e a lactagcdo, ndo somente para a prole, mas para a salde
materna. Tudo isso se deve ao consideravel efeito neuroprotetor desta
vitamina na func@o imune, nos fatores neurotréficos e sua provavel
capacidade de prevenir transtornos neurodesenvolvimentais na prole.

Em geral, os resultados deste estudo contribuem para a
compreensdo da patogénese da esquizofrenia, além de reforcar o papel
crucial do AF materno como uma abordagem protetora para o transtorno
na vida tardia da prole. Ainda, salienta-se a necessidade de mais estudos
esclarecerem a acdo da cetamina sobre parametros inflamatorios e nos
fatores neurotroficos. Por fim, torna-se essencial avaliar o envolvimento
de outros componentes relacionados a via metabélica do AF, bem como
investigar os padrbes de metilagdo do DNA, pois sabe-se que 0s
mecanismos epigenéticos estdo diretamente envolvidos em vérias
condicbes psiquiatricas, inclusive na esquizofrenia, enfatizando a
continuidade desta pesquisa.
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