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RESUMO

A suplementacdo materna de acido folico (AF) atua de forma primordial no
neurodesenvolvimento, pois sabe-se que essa vitamina exerce agao neuroprotetora no cérebro.
Todavia, seu papel frente a esquizofrenia ainda permanece pouco esclarecido. Desse modo, este
estudo investigou os efeitos da suplementacdo materna com AF (5 mg/kg), administrada da
preconcepcao ao final da lactagdo, sobre parametros comportamentais e bioquimicos nas ratas
maes, bem como parametros comportamentais na prole adulta submetida a dois modelos
animais de esquizofrenia, sendo Poly (I:C) na fase pds-natal e cetamina na vida adulta. Ratas
Wistar receberam AF na dose de Smg/kg ou dgua diariamente via oral durante 3 semanas antes
da gestacdo e na fase de gestacdo e lactagdo. ApoOs o parto, as ratas maes foram avaliadas por
meio de testes comportamentais de atividade locomotora ¢ de nado forgado, além da analise
dos niveis de monoaminas no hipocampo. A prole de machos e fémeas foi avaliada na vida
adulta, sendo que foram utilizados dois “hits” (Poly I:C e Cetamina) para indu¢do do modelo
de esquizofrenia. Primeiramente, o antagonista viral Poly (I:C) foi usado na fase pds-natal (5
a 7 dias de vida poés-natal na dose de 2 mg/kg, via intraperitoneal, i.p.). Aos 60 dias de vida,
estes mesmos animais receberam cetamina, na dose de 25mg/kg durante 7 dias, via i.p.. Apds a
ultima inje¢do de cetamina, a prole adulta de machos e fémeas foi submetida aos testes
comportamentais de atividade locomotora, interagdo social e esquiva inibitdria. Os resultados
nas ratas maes apontam que o AF ndo alterou a atividade locomotora e ndo mimetizou o
comportamento tipo-depressivo. Quanto aos niveis de dopamina e serotonina nenhuma
alteracdo foi observada nas maes. Na prole adulta, a Poly (I:C) pds-natal nao produziu déficits
significativos, por outro lado, a cetamina induziu hiperlocomocao, reducdo do comportamento
exploratorio, prejuizo social e déficits de memoria, especialmente na prole de fémeas. A
suplementagdo materna com AF reduziu a laténcia social em ambos os sexos e preservou
diferentes formas de memoria, principalmente na prole de machos, embora nao tenha prevenido
os efeitos da cetamina. Em conjunto, os resultados indicam que o AF materno exerce efeitos
neuroprotetores sobre pardmetros comportamentais na prole, especialmente em relagdo a
cognicdo e interacdo social. Contudo, tais beneficios ndo foram suficientes para prevenir os
prejuizos induzidos pela cetamina na vida adulta, sugerindo possivelmente que danos
glutamatérgicos tardios se sobrepdem aos mecanismos de protecao estabelecidos pelo AF no
periodo gestacional. Os achados refor¢am a importancia da suplementacdo perinatal de AF, ao
mesmo tempo em que evidenciam a relevincia do sexo e da natureza do dano
neurodesenvolvimental no desfecho comportamental e cognitivo da prole.

Palavras-chave: Acido folico; Fase gestacional; Poly (I:C); Cetamina; Modelo animal de
esquizofrenia; Alteracdes comportamentais e bioquimicas.



ABSTRACT

Maternal folic acid (FA) supplementation plays a crucial role in neurodevelopment, as this
vitamin is known to exert neuroprotective effects in the brain. However, its role in schizophrenia
remains insufficiently elucidated. Therefore, the present study investigated the effects of
maternal FA supplementation (5 mg/kg), administered from preconception through the end of
lactation, on behavioral and biochemical parameters in dam rats, as well as on behavioral
outcomes in adult offspring subjected to a two-hit animal model of schizophrenia consisting of
postnatal Poly (I:C) exposure and ketamine administration in adulthood. Female Wistar rats
received FA (5 mg/kg) or water orally once daily for three weeks prior to mating and throughout
gestation and lactation. After delivery, dams were assessed using locomotor activity and forced
swimming tests, and hippocampal monoamine levels were measured. Male and female
offspring were evaluated in adulthood following a two-hit protocol to induce schizophrenia-
like alterations. First, the viral mimetic Poly (I:C) (2 mg/kg, intraperitoneally) was administered
during the early postnatal period (postnatal days 5-7). At 60 days of age, the same animals
received ketamine (25 mg/kg, intraperitoneally) for seven consecutive days. Following the last
ketamine injection, adult offspring of both sexes underwent behavioral assessments, including
locomotor activity, social interaction, and inhibitory avoidance tests. In dams, FA
supplementation did not alter locomotor activity nor induce depressive-like behavior.
Additionally, no significant changes were observed in hippocampal dopamine or serotonin
levels. In adult offspring, postnatal Poly (I:C) exposure alone did not produce significant
behavioral deficits. In contrast, ketamine administration induced hyperlocomotion, reduced
exploratory behavior, social impairment, and memory deficits, particularly in female offspring.
Maternal FA supplementation reduced social latency in both sexes and preserved distinct forms
of memory, especially in male offspring, although it did not prevent ketamine-induced
alterations. Taken together, these findings indicate that maternal FA supplementation exerts
neuroprotective effects on behavioral parameters in the offspring, particularly regarding
cognition and social interaction. However, these benefits were insufficient to prevent ketamine-
induced impairments in adulthood, possibly suggesting that late glutamatergic damage
overrides protective mechanisms established by FA during the gestational period. These results
reinforce the importance of perinatal FA supplementation while highlighting the relevance of
sex differences and the nature of neurodevelopmental insults in determining behavioral and
cognitive outcomes in the offspring.

Keywords: Folic acid; Gestational period; Poly (I:C); Ketamine; Schizophrenia animal model,
Behavioral and biochemical alterations.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acido Félico e sua importincia na gestaciio

O folato é considerado a forma sintética da Vitamina B9, sendo um nutriente essencial,
mas que ndo pode ser sintetizado pelo organismo, devendo ser obtido através da dieta ou por
meio de suplementagdo. Essa vitamina ¢ essencial para mulheres que estdo gravidas ou
planejam uma gestacao (Greenberg et al., 2011). Embora os termos folato e acido folico (AF)
sejam usados como sindnimos, o AF ¢é considerado a forma sintética do folato, sendo utilizado
em suplementos alimentares e adicionado a alimentos fortificados, devido a sua alta
estabilidade e resisténcia ao calor. O folato, entretanto, ¢ encontrado de forma organica
alimentos como vegetais de folhas verdes, ervilhas, feijao, figado bovino e frutas (Pater e
Malefora, 2017; Sarmah, Muralidharan, Marrs, 2016). O folato apresenta diversas fungoes,
atuando na sintese e reparo de acidos nucleicos e na sintese de aminodcidos, em especial a
metionina, um substrato fundamental para a regulagdo dos niveis de homocisteina. O acimulo
de homocisteina, por sua vez, estd associado a defeitos congénitos, o que justifica a

suplementagdo de AF no periodo preconcepcdo e gestacional (Samaniego-Vaesken, 2024).

A deficiéncia de AF, um desequilibrio nutricional, parece ser a deficiéncia vitaminica
mais prevalente no mundo, podendo atingir mais de 10% da populagdo. Todavia, essa condigao
predomina em mulheres em idade reprodutiva, onde a prevaléncia pode chegar até 20%, estando
associada a fatores como baixa idade materna, menor nivel educacional ¢ status
socioecondmico desfavoravel das mulheres. Adicionalmente, baixos niveis dessa vitamina
estdo relacionados a menor ingestdo alimentar, a baixa absorcao intestinal ou ao aumento da
demanda metabolica, como na fase preconcepcdo e gestagdo, além das interferéncias

medicamentosas (Baddman e Sujatha, 2025).

Na gravidez, ha maior demanda de AF, pois essa vitamina ¢ fundamental para o
crescimento € o desenvolvimento do feto, visto que previne anemia materna € neuropatia
periférica (Greenberg et al., 2011). Ademais, falhas embrionarias relacionadas ao fechamento
do tubo neural, que ocorre por volta de 21 a 28 dias ap6s a concepgao, resultam nos defeitos do
tubo neural (DTNs). Esses defeitos congénitos sdo responsaveis por danos ao feto, causando
alteracdes no neurodesenvolvimento e podendo levar a mortalidade infantil (Toivonen et al.,

2018). Em meados dos anos 90 (1991), estudo confirmou que a suplementacdo de AF no
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periodo periconcepcional reduzia consideravelmente o risco da prole desenvolver DTN, como
espinha bifida, anencefalia, Encefalocele, dentre outros. Essa descoberta justificou o uso da
suplementagao de AF em mulheres em idade fértil que planejam ou t€ém potencial de engravidar
(Wald et al., 1991). A dose de AF atualmente recomendada para essas mulheres ¢ de 400 pg
(0,4 mg), uma vez ao dia, iniciando trés meses antes da concep¢ao, mantendo-se até o final da
amamentacdo, sendo o objetivo principal a formacdo do tubo neural durante o primeiro

trimestre e a prevencao de transtornos neurodesenvolvimentais (Wilson e O’Connor, 2021).

Apesar de suas amplas aplicagdes, o uso indiscriminado de AF também apresenta
desafios. Estudo sugere que o consumo excessivo durante a gestacdo também pode estar
associado ao aumento do risco de transtornos do espectro autista. Esse paradoxo ressalta a
necessidade de estratégias personalizadas para a suplementagdo, ajustando doses as
necessidades metabdlicas individuais. Dessa forma, é fundamental balancear os beneficios e os

riscos, estabelecendo diretrizes claras para a pratica clinica (Wiens e Desoto, 2017).

Neste sentido, visando a prevencdo da deficiéncia de AF e dos DTN, politicas publicas
em diversos paises tornaram obrigatdria a fortificagdo de alimentos (farinha de trigo e de milho,
no Brasil) com AF, confirmando o impacto positivo e protetor dessa vitamina na saude
populacional. Contudo, as disparidades regionais na ingestdo dietética e as variagdes
individuais na metabolizagdo do AF ressaltam a importancia de estratégias personalizadas para
maximizar seus beneficios. A educagdo nutricional € o acompanhamento pré-natal sao
ferramentas cruciais para garantir que as gestantes recebam orientagdes sobre a suplementagao

adequada de AF (Silva, 2020).

1.2 Acido folico materno, sistema nervoso e transtornos psiquiatricos e
neurodesenvolvimentais

A importancia do AF no desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) esta
pautada no seu papel como cofator de processos fisiologicos, como a conversao de
homocisteina em metionina pela metionina-sintase, rea¢do envolvida diretamente na sintese de
neurotransmissores, no metabolismo de aminoacidos ¢ nas reagdes de metilagdo, como a
metilacdo do DNA, essencial para a expressdao génica (Reynolds, 2006). A suplementacao
continua da dose recomendada durante o segundo e terceiro trimestre de gestacdo resulta em

mudangas na metilacdo do DNA no sangue do corddo umbilical. Essa metilagdo ocorre em
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genes especificos da prole, incluindo aqueles relacionados ao desenvolvimento e a funcao
cerebral, assegurando niveis ideais de folato para atender as necessidades do

neurodesenvolvimento fetal durante a organogénese (Caffrey et al., 2018).

Esta bem consolidado que a gestacao € um periodo critico no desenvolvimento humano,
onde a interagdo entre fatores genéticos e ambientais desempenha um papel fundamental na
formagdo do feto. Neste contexto, a nutrigdo materna torna-se crucial, ao influenciar nao
somente a saude da mae, mas o desenvolvimento e o bem-estar do feto (Rocha et al., 2023).
Portanto, o AF se destaca com um dos nutrientes essenciais nesta fase, devido sua importancia

para o bindmio mae-feto (Oliveira, Germano, Kramer, 2021).

O envolvimento do AF na regulacdo epigenética marcou um avango significativo na
biologia molecular. Durante o desenvolvimento fetal, os processos de metilacio do DNA sdo
dependentes de niveis maternos adequados de folato e este processo de metilagdo do DNA ¢
fundamental para a ativagdo ou silenciamento de genes cruciais no desenvolvimento do SNC
(Caffrey et al., 2018). Desse modo, estudos tém revelado que a deficiéncia de AF durante
periodos criticos pode aumentar a susceptibilidade da prole a transtornos psiquiatricos como
esquizofrenia, Transtorno do espectro autista (TEA) e Transtorno de déficit de atengao e

hiperatividade (TDAH) (Nascimento, 2022; Maia et al., 2020).

r

A esquizofrenia, um transtorno complexo, ¢ marcado por alteragdes cognitivas,
emocionais € comportamentais, representando um desafio para a satide publica devido a sua
natureza cronica e incapacitante (Damadazio et al., 2022). Neste contexto, compreender os
mecanismos subjacentes que relacionam os prejuizos da deficiéncia de AF ou beneficios da
suplementagdao de AF durante a gestagdo para com o desenvolvimento da esquizofrenia ¢
essencial, com intuito de prevenir e/ou auxiliar no tratamento eficaz desse transtorno. Em
adigdo, estudo sinaliza que a deficiéncia de AF durante a gestagdo pode afetar a expressdo
génica, a neuroinflamacdo e a neuroplasticidade, processos que desempenham um papel crucial

na patogénese da esquizofrenia (Maia et al., 2020).

Sendo assim, estudos em modelos animais tem demonstrado que tanto a deficiéncia
quanto o excesso de AF na gestacdo podem alterar a neurogé€nese intrauterina, resultando em
modifica¢des morfolodgicas do cortex cerebral na prole (Wiens e Desoto, 2017). Como se sabe,
o desenvolvimento humano depende da interacao de variantes genéticas e ambientais, sendo a
nutricdo materna e o consumo adequado de AF, uma interven¢do ambiental essencial para

mitigar vulnerabilidades genéticas. Contudo, a suplementagdo de AF, por meio de sua a¢do na
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regulacdo epigenética, ¢ capaz de modular a expressdo génica, proporcionando um ambiente

favoravel ao neurodesenvolvimento fetal (Uehara et al., 2010).

1.3 Epidemiologia e hipdteses associadas a esquizofrenia

A esquizofrenia ¢ um transtorno psiquidtrico que afeta aproximadamente 23 milhdes de
pessoas no mundo, atingindo cerca de 1 em cada 233 individuos jovens, adultos. Em geral, a
manifestagdo dos sintomas tipicos ocorre na adolescéncia e inicio da vida adulta. Por este
motivo, pessoas que apresentam o transtorno t€ém uma expectativa de vida reduzida em até nove

anos quando comparado a populacdo sadia (WHO, 2025).

Algumas teorias tentam elucidar a fisiopatologia da esquizofrenia, sendo a hipodtese
glutamatérgica uma das mais descritas na literatura e que explicaria em partes, os sintomas
cognitivos e negativos do transtorno, além de contribuir para o entendimento da disfungdo
dopaminérgica (Frohlich e Van Horn, 2014). Entretanto, nenhuma causa especifica esta
diretamente relacionada a esquizofrenia (WHO, 2025). Desse modo, o transtorno se caracteriza
como uma condi¢do psiquiatrica altamente heterogénea com variacao entre os individuos que a
experienciam e na manifestacdo dos sinais clinicos por estes apresentados. O transtorno ¢
composto por sintomas primarios, divididos em positivos, negativos, desorganizagdo, déficit
neurocognitivo e prejuizo social. Tais condi¢des sdo acompanhados por sintomatologia
secundaria como disturbios de humor, ansiedade, violéncia e comorbidades, além do uso
abusivo de substancias (cigarro, drogas, alcool) e da ideagdo suicida, condicdes que se
relacionam aos graus diferentes do transtorno, os quais impactam a capacidade funcional do

individuo (Striebel, 2025).

Convém mencionar que a esquizofrenia € um transtorno neuropsiquiatrico multifatorial,
o qual envolve a interacdo entre fatores genéticos e ambientais, particularmente em fases
criticas do neurodesenvolvimento. Gongalves et al. (2020), inclusive, apontam que a deficiéncia
de micronutrientes maternos, como AF, esta fortemente associada a um maior risco de
desenvolvimento da esquizofrenia nos filhos. Isso se deve as alteragdes epigenéticas, como a
metilacdo do DNA e a regulacdo da expressdao génica, as quais sdo fundamentais para a

formagdo e manuteng¢do de circuitos neurais saudaveis (Gongalves et al., 2020).

Ademais, o AF ¢ de suma importancia para a metilacdo do DNA, sendo que as células

da glias mostram-se afetadas pela sua deficiéncia e menor metilagdo. Essa hipometilagao,
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consequentemente, pode comprometer os transportadores de serotonina e dopamina, bem como
a estrutura de receptores dopaminérgicos, o que contribui para o desenvolvimento de

transtornos como a esquizofrenia.

A metilagdo de DNA ¢ uma modificacdo epigenética essencial para o desenvolvimento
e regulacdo do genoma normal. O folato ¢ a vitamina chave de um dos subgrupos carbdnicos
usados na metilagdo de DNA (grupamento metil = CH3). Estudo prévio identificou a relacao
entre alteracdes no gene metileno-tetrahidrofolato redutase (MTHFR), fundamental para o
metabolismo do folato, e as subsequentes reagdes no cérebro e neurodesenvolvimento, o que
possivelmente impacta na sintese de monoaminas, como norepinefrina, dopamina e serotonina.
Sabe-se que duas variagdes genéticas mais comuns, C677T e A1298C, resultam em
concentra¢do sanguinea reduzida de folato e reducdo da atividade do gene MTHFR. Estes genes
ainda tém forte associacdo com DTN e disfuncdes motoras, sendo a variante 677TT,
polimorfismo do C677T, comprovada por sua maior relagcdo causal com o desenvolvimento de

esquizofrenia (Yoo, 2025).

Diante disso, a hipdtese do neurodesenvolvimento da esquizofrenia estabelece que
disfungdes precoces no desenvolvimento neural aumentam o risco de psicose na vida adulta
(Alvarez-Mejia, 2025). Sendo o AF essencial para o desenvolvimento cerebral do feto e, visto
que sua deficiéncia pode contribuir para o espectro psicotico, a suplementacao de AF materno
¢ essencial para proteger o desenvolvimento cerebral e prevenir futuramente individuos
vulneraveis a genética ou ao ambiente suscetivel & manifestacdo da esquizofrenia (Freedman e

Robert, 2022).

1.4 Modelos animais de esquizofrenia

Modelos animais de esquizofrenia sdo ferramentas pré-clinicas importantes, pois
permitem averiguar a base neurobioldgica dos transtornos. Estes modelos experimentais
proporcionam estratégias para analisar a progressdo da doenca, além de possibilitarem a
realizacdo do acompanhamento de alteracdes estruturais e moleculares associadas a causa da
doenca (Jones, Watson, Fone, 2011). Segundo Carpenter e Koenig (2008), existem mais de 20
modelos animais de esquizofrenia, dos quais se destacam neste estudo o modelo

desenvolvimental pos-natal e o induzido por drogas, como a cetamina.
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O uso de substancias imunogénicas que imitam infec¢des se constitui como uma
alternativa para indu¢do do modelo de esquizofrenia. Desse modo, a injecdo de acido
ribonucleico (RNA) viral sintético, Polyinosinic-polycytidylic acid, também conhecido por
Poly (I:C) ¢ utilizado para induzir resposta imune inata antiviral (Solek et al., 2017). A Poly
(I:C) € um anélogo sintético de RNA fita dupla que imita alguns virus, como o virus influenza.
Ao ativar o Toll Like receptor 3 (TLR3) e ser reconhecido por este, a Poly (I:C) evoca uma
resposta imune inata, com producao de citocinas pro-inflamatérias, como interleucina-1 (IL-
1B), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e interferons tipo I (INF-a e INF-
B) (Meyer, 2014; Picher et al., 2014). Nesta perspectiva, estudos confirmam que a estimulagao
imune materna desencadeia na prole, alteragdes na comunicagao e interagao social, ansiedade,
déficits no filtro sensdrio-motor, prejuizos cognitivos e elevada sensibilidade as anfetaminas

(Meyer, 2013, 2014; Meyer; Feldon; Fatemi, 2009; Patterson, 2009).

No presente estudo, o desafio imune com Poly (I:C) foi administrado na prole neonatal,
diferentemente do modelo classico de ativacdo imune materna, indicando que os efeitos
observados na vida adulta sdo decorrentes de um dano imunoldgico pos-natal precoce. Modelos
anteriores mostram que a injecdo de Poly (I:C) em neonatos pode induzir na vida adulta,
comportamentos tipo- esquizofrenia, como déficits sensdrio-motor, alteracdes de memoria e
disfungdes neuroquimicas no hipocampo. Estudo em camundongos, sinaliza que o tratamento
neonatal com Poly (I:C) nos dias pos-natais 2 a 6 levou a déficits de reconhecimento de objetos,
comportamento social alterado e reducdo na liberagdo de glutamato no hipocampo na fase
adulta (Ibi et al., 2009). Além disso, investigacdes no modelo pds-natal demonstraram que
exposicoes a Poly (I:C) entre os dias 5 e 7 de vida na prole estdo associadas a alteragdes

comportamentais € ativacao de vias imunes persistentes (Baghel ef al., 2018).

Tais achados sustentam a hipotese de que a ativagdo imune neonatal pode programar
circuitos neurais ao longo do desenvolvimento, gerando vulnerabilidade para alteragdes
comportamentais tardias. O dano neonatal, fase sensivel do neurodesenvolvimento cerebral,
pode ativar citocinas e inflamagdo neste cérebro em desenvolvimento, modulando receptores
sinapticos e marcadores de neurogénese, conforme demonstrado por estudo que observou
elevagdo de IL-1p ou MCP-1 ap6s administracdo de Poly I:C neonatal (Arrode-Brusés e Brusés,
2012). Nesta perspectiva, o uso da Poly I:C pos-natal no presente estudo ¢ metodologicamente
relevante para investigar mecanismos de esquizofrenia relacionados a ativagdo imune precoce,

visto a validade do modelo.


https://jneuroinflammation.biomedcentral.com/articles/10.1186/1742-2094-9-83?utm_source=chatgpt.com#auth-G_raldine-Arrode_Brus_s-Aff1-Aff4
https://jneuroinflammation.biomedcentral.com/articles/10.1186/1742-2094-9-83?utm_source=chatgpt.com#auth-Juan_L-Brus_s-Aff1-Aff2-Aff3
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Ademais, Khan e Powell (2017) tem revelado que a associacdo entre fatores de risco
ambientais ou multiplos fatores desenvolvimentais/ambientais e farmacoldgicos sdo capazes de
aprimorar o modelo animal. Na esquizofrenia, por exemplo, a fim de compreender as alteragdes
na anatomia cerebral e no comportamento, o foco em modelos desenvolvimentais de dois
desafios parece uma estratégia promissora. Neste sentido, vale destacar que o periodo em que
estes “hits” ou “desafios” ocorrem sdo cruciais para o contexto neurodesenvolvimental, uma
vez que podem gerar diferentes resultados na prole. Estudos demonstram que desafios nas
etapas iniciais do neurodesenvolvimento produzem alteragdes generalizadas, enquanto desafios

posteriores acarretam mudancgas mais especificas (Davis et al., 2016; Pantelis et al., 2003).

Desse modo, estudos pré-clinicos tém empregado a abordagem de dois “Hits” para
investigar a hipotese de que alteragdes no inicio do desenvolvimento cerebral e na adolescéncia
podem favorecer a esquizofrenia, uma vez que estes periodos sao considerados criticos da fase
neurodesenvolvimental (Keshavan e Horgarty, 1999). Segundo Giovanoli et al. (2013), o
conceito pelo qual a infecgdo torna o organismo em desenvolvimento vulneravel a fatores
ambientais, apds o nascimento, ¢ consistente com outros modelos, revelando efeito sinérgico
entre danos patoldgicos pré-natais e agravos poOs-natais, como exposi¢do pré-natal a fatores
nutricionais, uso de cannabis e estresse, os quais estdo entre os fatores ambientais que aceleram
ou elevam o risco para psicose em individuos geneticamente predispostos (Bolton et al., 2012;

Davis et al., 2016).

Com base nos achados acima, este estudo considerou a associa¢do de dois “hits” para
induzir o modelo animal de esquizofrenia. Neste contexto, além da ativagdo imune pds-natal
com Poly (I:C), a prole adulta, aos 60 dias de vida, também foi submetida a administragao
repetida de cetamina, a qual j& estd consolidada como um bom modelo animal utilizado para
mimetizar a esquizofrenia (De Oliveira et al., 2009; Canever et al., 2010; Fraga et al., 2011;
Gama et al., 2012; Monte et al., 2013). A cetamina, um anestésico dissociativo, atua como
antagonista nao-competitivo do receptor glutamatérgico NMDA e como agonista do receptor
de dopamina D, com uma afinidade ligeiramente menor pelos receptores 5-HT. (Kapur e

Seeman, 2002; Kapur e Mamo, 2003).

Em animais, o bloqueio repetido do receptor NMDA pela cetamina, induz
hiperatividade, dificuldades de interagdo social, déficits sensoriais e prejuizos de memoria, os
quais se assemelham aos sintomas da esquizofrenia em humanos, além de mimetizar alteragdes

bioquimicas, como hiperfun¢do do glutamato, o que induz excitotoxicidade neural devido ao
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excesso de glutamato, alteragdo em receptores nicotinicos de acetilcolina e hiperatividade na

transmissdo neuronal, semelhantes ao transtorno (Hunt ef al, 2006; Canever et al., 2010).

Regides cerebrais como cortex pré-frontal, hipocampo e estriado parecem estar
associadas aos sintomas carateristicos da esquizofrenia. Os mecanismos pelos quais estas
regides estdo envolvidas na fisiopatogenia do transtorno ainda ndo sdo completamente
elucidados, mas acredita-se que a cetamina ¢ capaz de modular, direta ou indiretamente, o
aumento da atividade dopaminérgica e a diminui¢dao de sinalizacao glutamatérgica cerebral.
Ademais, a administragdo de cetamina também resulta em ativagdo da microglia, favorecendo
a liberag@o de citocinas que geram estresse oxidativo. Evidéncia sugere que a esquizofrenia
induzida por cetamina ¢ mediada pela disfun¢do na neurotransmissdo dopaminérgica e
GABAergica, principalmente no estriado, hipocampo e cortex pré-frontal (Benneth Ben-Azu,

2024).

Diante disso, estudos em roedores tém demonstrado que a suplementagdo materna de
AF ¢ capaz de exercer efeitos neuroprotetores no modelo animal de esquizofrenia, ao prevenir
alteragdes comportamentais € neuroquimicas, como déficits de memoria e sociabilidade
(Canever et al., 2018). Esses efeitos estdo associados a capacidade do AF em reduzir
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo cerebrais, fatores que comprometem o
desenvolvimento neural. Em adi¢cdo, o papel neuroprotetor do AF se apresenta com uma
perspectiva terapéutica para prevenir ou minimizar os impactos de fatores ambientais na

etiologia da esquizofrenia (Zugno ef al., 2016; Gongalves et al., 2020).

Dessa forma, o presente estudo investigou os efeitos da suplementacdo de AF na dose
de 5 mg/kg durante as fases de preconcepcdo, gestacdo e lactacdo sobre parametros
comportamentais € bioquimicos nas ratas maes € em parametros comportamentais na prole de
machos e fémeas adulta, utilizando dois modelos animais de esquizofrenia induzidos pela Poly
I:C na fase pos-natal e cetamina na vida adulta. Ao explorar essas interagdes, busca-se nao
apenas compreender os beneficios e limitacdes do AF, mas também contribuir para a constru¢ao
cientifica que norteie praticas clinicas e politicas publicas voltadas para a saide materno-

infantil, bem como a prevencao de esquizofrenia na vida jovem-adulta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da suplementacao de AF na dose de 5 mg/kg durante as fases de
preconcepcao, gestacao e lactagdo sobre pardmetros comportamentais € bioquimicos nas ratas
maes e em pardmetros comportamentais na prole de machos e fémeas adulta, utilizando dois
modelos animais de esquizofrenia induzidos pela Poly I:C na fase pds-natal e cetamina na vida

adulta.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o impacto da suplementacdo materna de AF 5mg/kg sobre a atividade

locomotora nas ratas maes apds nascimento da prole.

b) Avaliar o efeito da suplementacio materna de AF S5Smg/kg sobre sintomas
semelhantes a depressdo nas ratas maes apds nascimento da prole, por meio do teste

nado forcado.

¢) Analisar os niveis de 5-HT (serotonina) e dopamina na estrutura cerebral hipocampo

em ratas maes suplementadas com AF Smg/kg apds nascimento da prole.

d) Avaliar o efeito da suplementacdo materna com AF 5mg/kg na fase preconcepcao,
gestacdo e lactagdo sobre pardmetros comportamentais (atividade locomotora,
interacdo social e memoria) na prole adulta de machos e fémeas, submetida a
modelos animais de esquizofrenia, através da administragao de Poly I:C na fase pos-

natal e de cetamina na vida adulta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de pesquisa

Este estudo se caracteriza como pré-clinico, comparando um grupo controle a um grupo
submetido a suplementacao de AF. O estudo foi desenvolvido no municipio de Criciima, Santa
Catarina, utilizando as instalagdes da Universidade do Extremo Sul Catarinense (Unesc), para
a realizagdo experimental. Foi previamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica na
Utiliza¢do de Estudos em Animais (CEUA), sendo aprovado conforme protocolo de niimero

32/2023 (Anexo A).

3.2 Caracteristicas dos animais

O experimento utilizou ratos heterogénicos da linhagem Wistar, fémeas, com 60 dias de
vida e peso corporal entre 250g a 300 g. Os animais foram provenientes do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), especificamente do centro de
experimentacdo animal. Os ratos foram obtidos e mantidos na colonia de reproducdo do
biotério, em ciclos de 12 horas claro/escuro (com inicio da iluminacdo as 7h). Os ambientes
eram frescos e arejados, com temperatura controlada de 23 + 1°C. Durante todo o experimento,

0s animais tiveram acesso a agua potavel e racao ad libitum.

Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno com dimensdes de 41 x 34 x 16 cm,
sendo 5 animais por caixa, exceto durante o periodo de acasalamento e lactagdo. Na primeira
etapa do experimento, cada fémea adulta (60 dias de vida) foi alocada com um macho adulto
Wistar para acasalamento. Apds a confirmagdo da prenhez, as fémeas foram alojadas
individualmente em caixas separadas durante todo o periodo gestacional. Os filhotes, machos
e fémeas, permaneceram com as maes até completarem 21 dias e, assim, a fase de lactagdo.
Apos o desmame, a prole foi agrupada em gaiolas com 5 animais por caixa, organizados de
acordo com o sexo e o grupo materno suplementado. As caixas foram forradas com maravalha,
trocada a cada dois dias. A sala contava com sistema de exaustdo para garantir boa ventilagao e

conforto aos animais, conforme os padrdes éticos de manejo e bem-estar animal.
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3.3 Delineamento experimental

Os procedimentos experimentais foram realizados conforme as recomendagdes
internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratorio, além das recomendagdes para
0 uso de animais do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
lei Arouca n°® 11.794/2008. Foram utilizadas ratas Wistar para programac¢do experimental,
devido a sua semelhanga genética com a espécie humana. Os animais foram obtidos e mantidos
no Biotério da UNESC em ciclos de 12h claro/escuro (a luz ¢ ligada as 7h da manha) em local
fresco e arejado, com temperatura controlada de 23 + 1°C e comida e dgua disponiveis. Os
animais foram alojados em caixas de polipropileno (41x34x16 cm), 5 ratos por caixa, exceto

no periodo entre o acasalamento e o desmame.

Fizeram parte do estudo, 32 ratas Wistar matrizes, submetidas ao acasalamento, as quais
foram acompanhadas antes, durante a gestacdo e na fase da lactacdo. A prole destas ratas foi
utilizada na vida adulta. Conforme observado em estudos prévios, este nimero de fémeas ¢
necessario, pois aproximadamente 50% das matrizes engravidam (Magenis et al., 2021) ¢ a
média de filhotes por parto ¢ 8 (Andrade, Pinto, Oliveira, 2002). Além disso, o estresse gerado
pela manipulagdo dos animais na propria fase gestacional, pode ser capaz de provocar aborto
ou canibalismo por parte das maes logo apds o nascimento dos filhotes (Desantis € Schmaltz,
1984). As ratas Wistar adultas para acasalamento foram obtidas do Centro de Experimentacao
Animal da UNESC. Cada fémea foi mantida na caixa com um macho durante 48 horas para o
acasalamento. Na manha do dia seguinte foi realizado esfregaco vaginal para andlise de seu
conteudo. A presenga de um espermatozoide e as caracteristicas do ciclo estral das fémeas

confirmou o diagndstico de prenhez e este representou o dia zero de gestacao.

As ratas Wistar foram separadas aleatoriamente em dois grupos para receberem os
diferentes tratamentos: Grupo controle (n=16) e Grupo suplementado (n=16) com AF na
dose de Smg/kg. A suplementagdo foi administrada durante 3 semanas antes da gestacio e na
fase de gestaciao e lactacio, totalizando 32 fémeas. Dessa forma, os grupos maternos do

experimento, durante preconcepg¢ao, gestacao e lactacao, foram:

1) Grupo controle (n=16): ratas sem suplementacio, as quais receberam agua para

controle.

2) Grupo AF 5 (n=16): ratas suplementadas com AF Smg/kg.
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As ratas gestantes permaneceram isoladas em caixas individuais e receberam o

tratamento conforme o grupo ao qual pertenciam.

ApoOs o nascimento da prole, todos os filhotes (machos e fémeas) permaneceram com a
mae para amamentag¢ao durante 21 dias, sendo as maes mantidas na mesma suplementagao
fornecida durante a gestacao até o final da lactagdo. Ap6s nascimento, a prole foi sexada e os
filhotes, machos e fémeas, foram agrupados de acordo com a suplementacio materna e
submetidos a indu¢cao do modelo de esquizofrenia por meio da administracao de Poly(I:C)

na fase pés-natal, conforme os seguintes grupos:

1) Grupo controle + salina (n=12): prole cujas maes ndo receberam AF e a prole

recebeu apenas solugdo salina, ndo sendo administrado Poly (I:C) na prole.

2) Grupo AF 5mg/kg + salina (n=12): prole de maes suplementadas com AF 5 mg/kg

e a prole recebeu apenas solucdo salina, ndo sendo administrado Poly (I:C) na prole.

3) Grupo Controle + Poly(I:C) (n=12): prole de maes sem suplementagdo ¢ a prole

foi tratada com Poly (I:C) na fase pos-natal.

4) Grupo AF Smg/kg + Poly (I:C) (n=12): prole de maes suplementadas com AF 5
mg/kg e a prole foi tratada com Poly (I:C) na fase pds-natal.

A prole de machos e fémeas dos grupos 3 e 4 receberam o analogo viral Poly (I:C)
para indugdo do modelo de esquizofrenia. A administracio de Poly(I:C) foi realizada do 5°
ao 7° dia pds-natal, na dose de 2 mg/kg, via intraperitoneal (i.p.). A solucdo salina ou

Poly(I:C) foi administrada na concentragdo de 0,1g/10g de peso corporal.

Ao completar 60 dias de vida, a prole de machos e fémeas, foi novamente
reorganizada em grupos (n=12) para indu¢iao do modelo animal de esquizofrenia por meio

da administracdo de cetamina na vida adulta.

1) Grupo Controle + salina: prole cujas maes ndo receberam AF e a prole recebeu

apenas solucio salina.

2) Grupo Controle + Poly(I:C): prole de maes sem suplementag¢do de AF e a prole foi

tratada com Poly (I:C) na fase pds-natal.

3) Grupo Controle + Cetamina: prole cujas maes nao receberam AF e a prole recebeu

apenas cetamina na vida adulta.
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4) Grupo AF Smg/kg + salina: prole de maes suplementadas com AF 5 mg/kg e a prole

recebeu apenas solucio salina.

5) Grupo AF Smg/kg + Poly (I:C): prole de maes suplementadas com AF 5 mg/kg e a

prole foi tratada com Poly (I:C) na fase pdés-natal.

6) Grupo AF 5mg/kg + Cetamina: prole cujas maes receberam AF Smg/kg e a prole

recebeu apenas cetamina na vida adulta.

7) Grupo AF Smg/kg + Poly (I:C) + Cetamina: prole de maes suplementadas com AF
5 mg/kg ¢ a prole foi tratada com Poly (I:C) na fase pdés-natal e com cetamina na vida

adulta.

Para compreender melhor a divisao dos grupos de maes e seu tratamento, bem como da

prole na fase pos-natal e na vida adulta, a Figura 1 demonstra o delineamento realizado.

Figura 1: Delineamento experimental do estudo.
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Figura 1: Delineamento experimental — Efeito da suplementagdo de AF na dose de 5 mg/kg durante as fases de
preconcepgdo, gestacdo e lactacdo sobre parametros comportamentais (atividade locomotora e nado forgado) e
bioquimicos (niveis de serotonina e dopamina no hipocampo) das ratas maes, apds nascimento da prole. A prole
de machos e fémeas também foi avaliada na vida adulta, sendo que foram utilizados dois “hits” (Poly I:C e
Cetamina) para indu¢do do modelo animal de esquizofrenia. Primeiramente foi usado um antagonista viral
denominado Poly (I:C) na fase pds natal da prole (Poly entre os dias 5 a 7 de vida pds-natal da prole na dose de 2
mg/kg, via i.p.). Posteriormente, os mesmos animais, machos e fémeas, receberam de forma repetida cetamina na
dose de 25mg/kg, via i.p. na vida adulta. Apds a ultima injecdo de cetamina, a prole iniciou os testes
comportamentais de atividade locomotora, interacdo social e esquiva inibitoria. Fonte: Elaborado pelo autor
(2025).
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3.3.1 Suplementagio com Acido Félico (AF)

Ratas Wistar foram suplementadas com agua por via oral (v.0.) (Grupo controle) ou AF
na dose de 5 mg/kg, sendo este preparado antes da administragdo e solubilizado em agua em
um volume de 1mL/100g. O AF foi administrado de forma oral, uma vez ao dia (periodo
matutino), trés semanas antes da gestacdo, seguindo durante a fase de gestacao e lactacao. A
dose foi administrada conforme respectivo peso de cada rata, no volume de 1mL/kg. A dose
empregada no estudo foi selecionada com base em pesquisas previamente realizadas por Budni
et al. (2012), as quais avaliaram os efeitos de diferentes doses de AF no modelo animal de
depressdo, bem como no estudo conduzido por Zugno et al. (2016), o qual observou os efeitos
do AF nas doses de 5 e 10 mg/kg no modelo animal de esquizofrenia. O fato desta dose de AF
ter sinalizado resultados mais expressivos, conforme estudos acima, norteou sua escolha para o
presente estudo.

O AF 5 mg/kg suplementado para as ratas Wistar correspondeu a dose na faixa de 400-
800 pg/dia de AF para mulheres gravidas (Barua et al., 2014), estando em conformidade com
as necessidades de AF para roedores na fase gestacional, uma vez que respeitam a faixa de

recomendacao de AF (400 pg/dia a 4 mg/dia) prescrita para gestantes (Wolf et al., 2009).

3.3.2 Injecao de Poly (I:C)

A exposicao neonatal a um andlogo viral € capaz de induzir alteracdes comportamentais
e mimetizar efeitos inflamatdrios na prole. Devido a essa analogia, a duragdo ou a gravidade da
exposi¢do na prole pds-natal e o tempo da resposta inflamatoria ou do estresse podem
determinar a natureza dos efeitos comportamentais ou neuroquimicos na prole em seus estagios
de vida jovem-adulta (Enayati ef al., 2012). Desse modo, a Poly (I:C) foi administrada do 5° ao
7° dia pos-natal na dose de 2 mg/kg, via intraperitoneal (i.p.). A solucdo salina ou Poly (I:C.)
foi administrada a 0,1g/10g de peso corporal. A dose de Poly (I:C) seguiu dados de estudos

previamente realizados, conforme a literatura (Oliveira et al., 2021; Nascimento, 2023).

3.4 Modelo animal de esquizofrenia induzido por cetamina

Ao chegar a fase adulta, a prole de machos e fémeas foi subdividida em grupos conforme

a dieta materna para indu¢do do modelo animal de esquizofrenia através da administragdo de
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salina ou cetamina (25 mg/kg de peso). Os animais receberam inje¢des intraperitoneais (i.p.) de
cetamina (25 mg/kg) ou salina, uma vez ao dia, durante sete dias (tratamento repetido). A dose
de cetamina foi preparada em solugdo salina no volume de 1mL/100g, mediante estudos
realizados previamente (Becker e Grecksch, 2004; Imre et al, 2006; Tomiya et al., 2006;
Canever et al., 2010). Apos a Gltima administracdo de salina ou cetamina, tempo determinado
conforme o protocolo de execucdo de cada teste, os animais foram submetidos as analises

comportamentais: atividade locomotora, interagdo social e esquiva inibitoria.

3.5 Analises Comportamentais

3.5.1 Analises comportamentais nas ratas Wistar maes

Os testes comportamentais, atividade locomotora e nado for¢ado, foram realizados com
as ratas Wistar maes apds o nascimento da prole. Também foram avaliados os niveis de
dopamina ¢ SHT (serotonina) no hipocampo das ratas maes. A prole adulta induzida aos
modelos animais de esquizofrenia, através da administracdo de Poly I:C na fase pds-natal e de
cetamina na vida adulta, foi submetida aos testes comportamentais de atividade locomotora,

interacdo social e esquiva inibitéria apds a ultima dose de cetamina.

3.5.1.1 Atividade Locomotora

A hiperlocomocao farmacologicamente induzida ¢ um importante indicador dos
sintomas positivos associados a esquizofrenia (Van Den Buuse, 2010). Assim, o objetivo do
teste ¢ avaliar as mudancas comportamentais quando os ratos sdo colocados em um novo
ambiente. A medida que os animais sentem ansiedade, medo ou tem problemas de adaptagdo
em um novo ambiente, as atividades exploratérias tendem a aumentar (Tsuchie et al., 2013).

Assim, os animais foram individualmente submetidos a exploragao em um campo aberto
(Open field), correspondente a uma camara de atividade locomotora com dimensodes de 50 x 25
% 50 cm, durante um periodo de 15 minutos. O teste foi realizado na camara de atividade
locomotora, onde foram avaliadas a distancia percorrida (cm) pelo animal (cruzamentos ou
crossing) e o numero de movimentos de elevacdo dos membros anteriores sem tocar nas paredes

do campo aberto (Canever et al., 2010).
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3.5.1.2 Nado forgado

Para avaliar os sintomas semelhantes a depressdo nas ratas maes expostas a
suplementagdo de AF durante a preconcepcao, gestagao e lactagao foi realizado o teste do nado
forcado. Esse ¢ frequentemente usado em modelo animal para pesquisar sinais de depressao.
Este teste consiste em dois dias de procedimentos no qual cada rato € posto em um cilindro com
agua a 23 °C, a 4gua deve ser suficiente para o animal ndo conseguir apoiar o rabo no fundo do
cilindro. No primeiro dia, os ratos foram for¢ados a nadar por 15 minutos. No segundo dia (24
horas apds o teste), cada animal foi for¢ado a nadar novamente por 5 minutos. Foram avaliados
os parametros de imobilidade, nos quais se incluem imobilidade total ou movimentos para

manter a cabeca fora da 4gua sem intencao de escapar (Porsolt ez al., 1977).

3.6 Analises Bioquimicas nas ratas maes

3.6.1 Dosagem de proteinas

As proteinas foram mensuradas de acordo com o método de Lowry ef al. (1951) e a

albumina sérica bovina foi utilizada como padrao.

3.6.2 Dosagem de monoaminas — CLAE

A dosagem de monoaminas foi realizada utilizando o método cromatografico proposto
por De Benedetto et al. (2014) com adaptagdes. A separacdo cromatografica foi realizada com
coluna de fase reversa, Ascentis® C18 (250 mm x 2.1 mm 5 um; Supelco®, USA), e sistema
cromatografico composto por uma bomba de distribuicao da fase movel LC-20AT acoplada a
um autosampler SIL-20AnT, € um detector de fluorescéncia RF-20A; Shimadzu (Kyoto, Japan),
o software para aquisi¢cdo de dados em cromatografia foi o LCSolution. O volume de injecao
das amostras foi de 20 uL, com temperatura de andlise de 35 °C. A taxa de bombeamento da
fase movel foi de 0,3 mL/min. A detecgdo por fluorescéncia, monitorados nos comprimentos de
onda de excitacdo em 279 nm e de emissao 320 nm. O perfil da fase movel foi isocratico:

tampao acetato (pH 3,5, acido acétido 12 mM, 0,26 mM EDTA) e metanol (86:14, v/v). Os
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picos foram identificados e quantificados por comparagao do seu tempo de retengdo na solugao

da amostra com a da solucdo padrao, por meio de curva de calibragdo.

3.7 Analises Comportamentais na prole adulta

Foram avaliados os parametros comportamentais de atividade locomotora, interacao
social e esquiva inibitdria na prole adulta de machos e fémeas submetida ao modelo animal de
esquizofrenia induzido por Poly (I:C) na fase pos-natal e por cetamina na vida adulta, cujas
maes foram expostas a suplementagdo de AF durante as fases de preconcepcdo, gestagcdo e
lactagao.

Projetando minimizar o estresse dos animais, os procedimentos com as maes foram
realizados em duas fases, como descrito anteriormente, ¢ os testes comportamentais foram
realizados em dois dias. No primeiro dia, os animais foram submetidos aos testes de atividade
locomotora, interagao social e esquiva inibitdria (treino, memoria imediata e de curta duragao).
No segundo dia, os animais foram submetidos a esquiva inibitdria para avaliacdo da memoria

de longa duragdo e, posteriormente, eutanasia.

3.7.1 Atividade Locomotora

Este teste comportamental foi realizado nas ratas maes apos fase de lactagdo e também
na prole adulta de machos e fémeas, trinta minutos ap6s a tltima administra¢do de cetamina.
Para a realizagdo deste teste na prole adulta foi utilizada a mesma metodologia das ratas maes,

conforme descrito acima.

3.7.2 Interacao Social

O teste de interacao social indica o perfil social dos animais, estando relacionado aos
sintomas negativos da esquizofrenia (Neill et al., 2014). Varios estudos demonstraram a
inibi¢do da interagdo social, induzida por antagonistas do receptor NMDA em animais (Sams-
Dodd, 1999; Becker e Grecksch, 2004; Canever et al., 2010). Assim, a diminui¢ao da interagao
social vem sendo estudada como um comportamento caracteristico (sintoma negativo) em

modelos animais de esquizofrenia e autismo (Schneider e Przewlocki, 2005; Dicicco-Bloom et
al., 2006).
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No dia do experimento, os animais ficaram isolados socialmente em uma caixa de
material plastico, com dimensdes de 43 x 28 x 15 cm, trinta minutos antes do inicio do
experimento. Posteriormente, cada animal do grupo tratado foi colocado junto ao um animal
externo ao experimento, no campo aberto, uma caixa de acrilico (60 x 60 x 30 cm) com piso
solido, para a realizagdo do teste. O protocolo utilizado foi descrito por Buffington ef al. (2016)
e Silverman et al. (2010). Foi avaliado o comportamento social dos animais de par em par e
nao individualmente. O teste aconteceu por um periodo de 10 minutos e foram analisados dois
parametros comportamentais: o tempo de laténcia (em segundos) para iniciar o contato entre os
animais (seguir ou se aproximar do parceiro, a montagem sobre o parceiro, o cheirar ou
grooming de qualquer parte do corpo do parceiro) e o tempo total que os animais permanecem
em contato.

Como o ambiente do teste ¢ desconhecido, a tendéncia normal ¢ haver alguns minutos
de atividade exploratoria junto com as interagdes sociais, € como o experimento ¢ realizado
durante o dia, os animais controles usualmente acabam adormecendo juntos ao final do teste. A
laténcia indica o grau de ansiedade, visto que o animal estd no mesmo ambiente que outro rato
desconhecido. O tempo total de contatos quantifica a preferéncia do animal pelo contato com o

animal desconhecido, ao invés de explorar o ambiente (Canever ef al., 2010).

3.7.3 Esquiva Inibitoria

A memoria aversiva dos animais (memoria imediata ou de trabalho, memoria de curto
e longo prazo) pode ser avaliada através do teste esquiva inibitoria. Esse ¢ baseado na tendéncia
inata de roedores em explorar novos ambientes (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003;
De Lima et al., 2005). Na esquizofrenia, a disfungdo cognitiva ndo ¢ global e generalizada, mas
sim especifica e seletiva, incluindo problemas de atengdo e percepgao, resolugdo de problemas,
déficits na memoria de trabalho e na memoria de curto e longo prazo (Bégou et al., 2008). Dessa
forma, este teste foi utilizado no presente estudo para verificar os sintomas cognitivos da
esquizofrenia relacionados a diferentes tipos de memoria nos animais.

O experimento foi realizado em uma caixa de acrilico, cujo piso ¢ constituido de barras
paralelas de metal, com uma plataforma junto a parede esquerda do aparelho (Quevedo et al.,
1997; Roesler et al., 2003). O teste comportamental iniciou com uma sessdo denominada treino,
que aconteceu 24 horas apos a ultima administracdo de salina ou cetamina. O animal foi

colocado sobre a plataforma e o tempo que este levou para descer com as quatro patas nas barras
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de metal foi anotado (em segundos) e denominado de laténcia. Ao descer com as quatro patas
nas barras de metal, o animal recebeu um choque de 0,4 mA por 2 segundos. Cinco segundos
apos o treino, o rato foi submetido a segunda sessdao, denominada como teste, sendo colocado
novamente na plataforma e a laténcia (tempo em segundos que o animal leva para descer) foi
registrado, porém nenhum choque foi acionado.

Esta sessdo avaliou a memoria de trabalho ou imediata. Uma hora e meia depois, o
animal foi submetido ao mesmo protocolo para avaliagdo da memoria de curta duracao
(Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003). No dia seguinte, 24 horas apds a terceira sessao,
foi avaliada a memoria de longa duragdo no mesmo animal (Bevilaqua ef al., 2003; De Lima et
al., 2005). A memoria imediata, de curto e longo prazo foi considerada preservada quando o
animal apresentou um tempo de laténcia estatisticamente maior nos testes, que no tempo do

treino.

3.8 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizado o software GraphPad Prism 10.0.2.
A investigacdo da normalidade das varidveis quantitativas foi realizada pelo teste de Shapiro-
Wilk.

A andlise estatistica da atividade locomotora das ratas maes, do nado for¢ado e dos
niveis de monoaminas nas maes foi feito por meio do Teste t de Student. Para os dados
provenientes do teste de campo aberto (atividade locomotora) na prole adulta, todas as variaveis
apresentaram uma distribui¢do ndo normal e foram analisadas por meio do teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn.

Os dados da interagdo social foram avaliados pela ANOVA de uma via seguido pelo
post-hoc de Tukey (Tempo de interagdo machos) e Kruskal-Wallis seguido pelo post-hoc de
Dunn (Laténcia macho e fémea e tempo de interacdo fémea).

Para os dados da esquiva inibitdria, todas as varidveis apresentaram uma distribuicao
ndo normal e duas andlises diferentes foram conduzidas. Primeira andlise foi realizada pelo
teste de Friedman seguido pelo post-hoc de Dunn para avaliar as diferencas dentro do grupo, e
uma segunda analise realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do post-hoc de Dunn para
avaliar as diferencas entre os diferentes grupos. Os resultados do teste comportamental esquiva

inibitoria foram expressos por mediana e intervalos interquartis e analisados pelo teste de
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Kruskal-Wallis para comparagdes dentro de grupos individuais e o teste de Friedman para
comparagdes entre 0s grupos.

Todos os achados foram representados em barras que representavam mediana =+
intervalo interquartil para os dados ndo normais ou média = desvio padrao para os dados

normais. Um valor de p<0,05 foi considerada estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Analises comportamentais e bioquimicas nas ratas maes

4.1.1 Atividade locomotora e Nado for¢cado nas maes

A Figura 2 aponta os resultados da atividade locomotora (Fig. 2A e 2B) realizada nas
ratas maes apds o nascimento da prole. Nenhuma alteragdo no niimero de cruzamentos (crossing
Fig. 2A) e levantamentos (rearing — Fig. 2B) foi observada nas ratas maes do grupo AF 5mg/kg.
Teste t de Student confirmou que nao houve alteracdo significativa para este parametro
comportamental: crossing (t=1.322, df=24; p=0.1986) e rearing (t=0.02595, df=24; p=0.9795)

no grupo materno.

Além disso, foi realizado nas ratas maes o teste de nado for¢ado, onde os parametros de
imobilidade e escalada foram avaliados, conforme retratado abaixo na Figura 2C e 2D. Similar
ao resultado do teste de campo aberto, o teste t de Student ndo revelou nenhuma diferenca
significativa entre os grupos experimentais para as variaveis imobilidade (t=2.061, df=22, p =

0.0513), e escalada (t=1.936, df=22, p = 0.0658).
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Figura 2: Teste de atividade locomotora (Fig. 2A e 2B) e nado forcado (Fig. 2C e 2D) nas
ratas maes apos o nascimento da prole.
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Figura 1: Teste de atividade locomotora e nado for¢ado nas ratas maes apds o nascimento da prole. Painel 2A e
2B apresenta o numero de cruzamentos (crossing) e levantamentos (rearing), respectivamente, das maes. Painel
2C e 2D retrata os parametros de imobilidade (Fig. 2C) e escalada (Fig. 2D) do teste nado for¢ado realizado nas
ratas maes. O Teste ¢ de Student foi utilizado para analise estatistica, sendo valores significativos para p<0,05,
n=10-12. Fonte: Dados do autor, 2025.

4.2 Analise Bioquimica nas ratas maes

4.2.1. Niveis de Neurotransmissores nas Ratas Maes

A Figura 3 apresenta os niveis de 5-HT (serotonina) e dopamina avaliados no hipocampo
das ratas maes apos o nascimento da prole. Nao foi verificada alteragdo nos niveis destes
neurotransmissores no grupo AF 5mg/kg comparado ao controle. Teste 7" de student confirmou
que ndo houve diferenga significativa nos niveis de serotonina (#=0.486; p=0.6343) e de

dopamina (=1.947; p=0.0801) neste grupo materno.
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Figura 3: Niveis de 5-HT (serotonina) e dopamina avaliados no hipocampo das ratas maes
expostas a suplementacio de AF 5 mg/kg durante as fases de preconcepcio, gestacao e
lactagdo, apos o nascimento da prole.
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Figura 3: Niveis de 5 — HT (serotonina) e dopamina no hipocampo das ratas maes expostas a suplementagéo de
AF 5mg/kg durante a preconcepcdo, gestagdo e lactagdo, apds o nascimento da prole e as analises
comportamentais. O Teste t de Student foi utilizado para analise estatistica, sendo valores significativos para
p<0,05, n=12. Fonte: Dados do autor, 2025.

4.3 Testes Comportamentais da prole adulta

4.3.1 Atividade locomotora

A Figura 4 retrata a distancia percorrida (crossing) em centimetros (cm) € o nimero de
levantamentos (rearing) da prole adulta de fémeas (Fig. 4 A e 4C) e de machos (Fig. 4B e 4D)
respectivamente, cujas maes foram expostas a suplementacdo de AF 5mg/kg durante as fases
de preconcepcao, gestacao e lactacdo. A prole foi submetida ao modelo animal de esquizofrenia
na vida pés-natal através da Polly I:C e na fase adulta por meio da cetamina. Como apontado
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do post-hoc de Dunn, foi observado um aumento da
atividade locomotora (Fig. 4A — H = 45.54; p<0.0001) e uma reducdo no ntimero de
levantamentos (Fig. 4C — H = 68.79; p<0.0001) na prole de fémeas do grupo cetamina quando

comparado ao grupo controle.

Na Figura 4A, ¢ possivel verificar uma hiperlocomog¢do nas fémeas do grupo AF
Smg/kg+Cetamina e do grupo AF5 mg/kg+Poly+Cetamina comparado ao grupo controle. Tal
achado sinaliza que o AF 5mg/kg parece ndo ter prevenido o aumento da atividade locomotora

na vida adulta das fémeas, induzido pelos modelos de esquizofrenia de forma isolada (apenas
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cetamina) ou associada (dois modelos: Poly+Cetamina). Em contrapartida, na Figura 4C foi
observada uma redu¢do no numero de levantamentos na prole de fémeas do grupo AF

Smg/kg+Cetamina e do grupo AF Smg/kg+Poly+Cetamina em relagao ao grupo controle.

Quando avaliado os animais machos, a Figura 4B demonstra que nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre os grupos de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (H = 6.622; p
= 0.3572). Todavia, na Figura 4D pode-se observar uma diminui¢do no numero de
levantamentos no grupo cetamina comparado ao grupo controle e, do mesmo modo, uma
redu¢do neste parametro na prole dos grupos AF S5Smg/kg+Cetamina e do grupo AF
Smg/kg+Poly+Cetamina em relagdo ao grupo controle (H = 54.57, p <0.0001). Vale ressaltar
que a cetamina parece ter induzido a hiperlocomocao de forma isolada (grupo cetamina), sendo
que este efeito perdurou na vida adulta da prole de fémeas submetida aos modelos de
esquizofrenia (Poly+Cetamina), cujas maes foram expostas ao AF 5mg/kg, mas ndo na prole de
machos.

Figura 4: Atividade locomotora realizada na prole adulta de fémeas (Fig. 4 A e 4C) e de
machos (Fig. 4B e 4D), submetida ao modelo animal de esquizofrenia (Poly e Cetamina),

Y

cujas miaes foram expostas a suplementacio de AF Smg/kg durante as fases de
preconcepcio, gestacio e lactacgio.
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Figura 4: Distancia percorrida em cm pela prole adulta de fémeas (Fig. 4 A e 4C) e de machos (Fig. 4B e 4D)
submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a suplementagao de AF mg/kg durante
as fases de preconcepgdo, gestagdo e lactacdo Os valores foram expressos como média + EPM (Erro Padrao da
Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=10-12. *diferente do grupo controle
(Agua+Salina), p<0,05 segundo Kruskal-Wallis. ***diferente do grupo controle (Agua+Salina), p<0,01 segundo
Kruskal-Wallis. Fonte: dados do autor, 2025.
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4.3.2 Interacao Social

A Figura 5 apresenta a laténcia (tempo para o primeiro contato entre os animais) € o
tempo total de contatos sociais da prole adulta de fémeas (Fig. 5A e 5C) e de machos (Fig. 5B
e 5D), respectivamente, submetida ao modelo animal de esquizofrenia (Poly e Cetamina), cujas
maes foram expostas a suplementacdo de AF 5mg/kg durante as fases de preconcepcio,

gestacdo e lactagao.

As figuras 5A e 5B apontam uma diminui¢cdo no tempo de laténcia para a prole de
fémeas (Fig. 5A) e de machos (Fig. 5B) do grupo AF 5mg/kg em relacdo ao grupo controle de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis (H = 17.28, p = 0.0083; H = 44.57, p <0.0001,
respectivamente). Apesar da significancia encontrada pelo teste de Kruskal-Wallis (H = 20.54,
p = 0.0022), quando avaliado o tempo de contato, o post-hoc de Dunn demonstra nenhuma
diferenga significativa entre os grupos na prole de fémeas. De modo contrério, a figura 5D
sinaliza uma redug¢do no tempo de contato para a prole de machos do grupo cetamina e do grupo
AF 5mg/kg+Poly+Cetamina em relacdo ao grupo controle, sugerindo que possivelmente o
efeito da cetamina, de forma isolada ou combinada a Poly, reduziu o niimero de contatos e
predominou na prole, sendo que o AF materno ndo foi capaz de prevenir este efeito na vida

adulta dos machos (F (6, 90) = 7.452, p<0.0001).
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Figura 5: Teste de interacao social realizado na prole adulta de fémeas (Fig. 5A e 5C) e de
machos (Fig. 5B e 5D), submetida ao modelo animal de esquizofrenia (Poly e Cetamina),
cujas maes foram expostas a suplementacio de AF Smg/kg durante as fases de
preconcepcio, gestacio e lactacio.
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Figura 5: Laténcia e numero total de contatos sociais da prole de fémeas (Fig. SA ¢ 5C) e de machos (Fig. 5B ¢
5D), respectivamente, submetida ao modelo animal de esquizofrenia, cujas maes foram expostas a suplementagéo
de AF durante as fases de preconcep¢do, gestagdo e lactagdo. Os valores foram expressos como média + EPM
(Erro Padrido da Média), sendo considerados significativos valores de p<0,05, n=10-12. Foi utilizado ANOVA de
uma via seguido pelo post-hoc de Tukey (Tempo de interagdo machos) e Kruskal-Wallis seguido pelo post-hoc de
Dunn (Laténcia macho e fémea e tempo de interagio fémea). *diferente do grupo controle (Agua+Salina),
***diferente do grupo controle (Agua+Salina), p<0,01. Fonte: Dados do autor, 2025.

4.3.3 Esquiva inibitoria

A figura 6 apresenta os resultados do teste esquiva inibitdria realizado na prole adulta
de fémeas (Fig. 6A) e de machos (Fig. 6B) submetida ao modelo animal de esquizofrenia (Poly
e Cetamina), cujas maes foram expostas a suplementacdo de AF 5mg/kg durante as fases de
preconcepcao, gestagdo e lactacdo. Na Figura 6A foi verificado que as fémeas dos grupos
Controle, Poly e AF 5 mg/kg apresentaram uma diferenca significativa na memoria imediata,
de curta e/ou de longa dura¢ao quando comparado ao treino do seu respectivo grupo (p <0,05).
As fémeas do grupo controle e AF 5 mg/kg apresentaram aumento nas memorias imediata e de
curta duracdo, enquanto no grupo Poly houve aumento nas memorias imediata e de curta
duracdo, porém uma diminuicdo na memoria de longa duragdo comparado ao seu respectivo
treino. As fémeas do grupo cetamina revelaram um prejuizo na memoria de curto prazo em

relacdo ao grupo controle. De modo similar, foi observado um dano nas memorias imediata e
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de curta dura¢do nas fémeas do grupo AF Smg/kg+Cetamina ¢ AF 5Smg/kg+Poly+Cetamina

quando comparado ao grupo controle.

De acordo com a Figura 6B, pode-se verificar que a prole de machos dos grupos
Controle, Poly e AF 5 mg/kg apresentou um aumento na memoria imediata, de curta e de longa
duracdo quando comparado ao treino do seu respectivo grupo (p <0,05). Os machos do grupo
AF 5 mg/kg+Cetamina e do grupo AF 5mg/kg+Poly preservaram a memoria de longo prazo e
a memoria imediata, respectivamente, quando comparado ao treino do seu respectivo grupo (p
<0,05). Em contrapartida, os animais machos do grupo Cetamina apresentaram um prejuizo
significativo nas memorias de curto e longo prazo em relagdo ao grupo controle. Esse dano na
memoria de longa duragdo também foi observado nos machos do grupo AF 5mg/kg+Poly e nas
memorias de curta e longa duracdo da prole de machos do grupo AF 5mg/kg+Poly+Cetamina

quando comparado ao grupo controle.

Comparagdo dentro do grupo pelo teste de Friedman: Fémeas Salina + Agua [y? =
21.48; p <0.0001]; Cetamina + Agua [y? = 8.984; p = 0.0295]; Poly + Agua [y? = 37.38;
p<0.0001]; Salina + AF5 [y? = 25.46; p<0.0001]; Cetamina + AF5 [x? = 5.291; p = 0.1575];
Poly + AF5 [y% = 10.49; p = 0.0148]; Cetamina + Poly + AF5 [¥2 = 3.592; p = 0.3090]; Machos
Salina + Agua [y? = 25.19; p <0.0001]; Cetamina + Agua [x? = 3.580; p = 0.3106]; Poly +
Agua [y? =21.38; p <0.0001]; Salina + AF5 [x? = 20.24; p = 0.0002]; Cetamina + AF5 [y? =
10.34; p=0.0159]; Poly + AF5 [y? = 12.38; p = 0.0062]; Cetamina + Poly + AF5 [y2 = 3.115;
p = 0.3742]. Comparagao entre grupos: Fémeas Treino [H = 13.04, p = 0.0424]; Imediato [H =
30.87; p <0.0001]; Curta [H=47.66, p <0.0001]; Longa [H=29.54, p <0.0001]; Machos Treino
[H=11.21; p=0.0821]; Imediato [H=20.19; p=0.0026]; Curta [H=38.43; p <0.0001]; Longa
[H=45.37; p <0.0001].
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Figura 6: Teste esquiva inibitéria realizado na prole adulta de fémeas (Fig. 6A) e de
machos (Fig. 6B) submetida ao modelo animal de esquizofrenia (Poly e Cetamina), cujas
maes foram expostas a suplementacio de AF Smg/kg durante as fases de preconcepcio,
gestacio e lactacio.
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Figura 6: Efeito da suplementagdo de AF Smg/kg durante a preconcepgdo, gestagdo e lactagdo na memoria
aversiva obtida através do teste esquiva inibitoria, na prole adulta de fémeas (Fig. 64) e de machos (Fig. 6B)
submetida ao modelo animal de esquizofrenia (Poly e Cetamina). Os valores foram expressos como média + EPM,
sendo considerados significativos valores de p <0,05. n=10-12. *comparado ao treino do respectivo grupo; #
comparado a0 mesmo tipo de meméria (curto e longo prazo) em relagdo ao grupo controle (Agua+Salina). Fonte:
Dados do autor, 2025.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou parametros comportamentais de atividade locomotora e nado
forgado nas ratas maes suplementadas com AF na dose de 5Smg/kg durante a preconcepgao,
gestacdo e lactagdo, apos o nascimento da prole. No teste de atividade locomotora nenhuma
altera¢do no numero de crossing e rearing foi observada nas maes. Estes resultados corroboram
estudo realizado por Simpson et al. (2012), o qual avaliou a relagdo entre suplementagdo de AF
e atividade locomotora em modelos animais, ndo encontrando hiperlocomog¢ao ou hipoatividade
no grupo suplementado em condi¢des normais. Esse resultado era esperado, visto que o AF atua
no metabolismo neuronal, modulando a plasticidade sindptica sem causar efeitos excitatorios
diretos (Roffman et al., 2011). Em adi¢do, parametros normais de atividade locomotora
sinalizam para a capacidade do AF em estabilizar os sistemas dopaminérgicos, frequentemente
implicados em comportamentos motores (McNamara et al., 2006), visto sua agdo

neuroprotetora, mas nao indutora de mudangas comportamentais (Konycheva et al., 2011).

Do mesmo modo, o teste de nado forgado ndo revelou alteragdes na imobilidade ¢ no
tempo de escalada nas ratas suplementadas com AF 5mg/kg, sendo este um dado esperado no
estudo, o qual sinaliza auséncia de comportamento tipo-depressivo nas méies. E sabido que o
AF previne comportamento tipo-depressivo, o qual ja foi descrito por Kafami et al. (2020),
onde a suplementacdo de AF em modelos de estresse cronico reduziu a imobilidade e aumentou
comportamentos proativos, como escalada. Ademais, estudo conduzido por este grupo de
pesquisa investigou parametros comportamentais nas ratas maes expostas a dieta deficiente em
AF e suplementadas com diferentes doses de AF (5, 10 e 50mg/kg) nas fases de preconcepgao,
gestagdo e lactacdao. De acordo com o teste Y maze, as maes que receberam suplementacgado de
AF nas doses de 5 e 10 mg/kg apresentaram uma melhora na memoria espacial e no
reconhecimento do ambiente novo, achado que confere uma acao neuroprotetora do AF sobre
a cognicdo materna. Todavia, as maes tratadas com AF 50mg/kg tiveram pior desempenho
cognitivo no teste, sugerindo um possivel efeito toxico do AF em alta dose (Canever et al.,

2017).

Neste contexto, estd bem descrito que um ambiente intrauterino inadequado favorece o
desenvolvimento de esquizofrenia na idade adulta (Brown e Patterson, 2012) e possiveis
alteragdes neurobioldgicas nos sistemas de neurotransmissores podem estar entre os
mecanismos fisiopatologicos subjacentes a este transtorno (Keshavan ef al., 2011). Assim, os

sistemas de neurotransmissores, em especial glutamatérgico, GABAérgico, dopaminérgico e
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serotoninérgico, estdo conectados e agem simultaneamente, porém quando expostos a
condi¢des estressoras na fase neurodesenvolvimental, podem comprometer o funcionamento de
interneurdnios e induzir disfungdo cognitiva, comportamental e social, através do
funcionamento alterado de macro e microcircuitos neurais (Yang e Tsai, 2017) o que,

consequentemente, converge para sintomas positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia.

Também foram investigados nas ratas maes, os niveis de neurotransmissores cerebrais,
sendo que nenhuma alteracao nos niveis de serotonina (5-HT) e dopamina foram observadas
no hipocampo materno, apesar das maes terem recebido suplementacdo com AF (5 mg/kg)
desde a preconcepcdo até a lactagdo. Uma explicagdo plausivel para este achado ¢ o fato do AF
exercer efeitos neuromoduladores, particularmente por meio de vias epigenéticas e de
metilagdo, as quais sdo dependentes do periodo gestacional, o que justifica a falta de alteracao
do conteudo de monoaminas materno (Ly ef al., 2016). Além disso, a suplementa¢do materna
de AF foi associada ao aumento da neurogénese e sinaptogénese no hipocampo da prole, sem
necessariamente provocar variagdes nos niveis de neurotransmissores nas maes (Wang et al.,
2019). Outro estudo mostrou que, em fémeas adultas, diferentes doses de AF modulam a
neurogénese hipocampal, reforcando que a acdo do AF pode estar mais relacionada a regulacao
da plasticidade neural do que a sintese direta de monoaminas (Qiu ez al., 2019). Por outro lado,
estudo que utilizou a suplementacdo excessiva de AF (50mg/kg) aponta efeitos excitotoxicos
do folato, o qual afeta redes neurais, deixando-as mais susceptiveis a hiperatividade elétrica.
Isso sugere que os impactos do AF no cérebro podem envolver mudancas complexas na funcao
€ na comunicac¢do sinaptica, € ndo apenas aumentar os niveis de dopamina ou serotonina

(Girotto et al., 2013).

De forma geral, nas ratas maes, a suplementagdo de AF ndo alterou a atividade
locomotora e ndo induziu sintomas tipo-depressivos. Também nao foi capaz de alterar os niveis
hipocampais de dopamina e serotonina, sugerindo que o AF parece ndo ter exercido acdes
neuromoduladoras diretas sobre as monoaminas, mas possivelmente atua por mecanismos

epigenéticos e de plasticidade sinaptica na prole.

O presente estudo avaliou o efeito da suplementagdo de AF na dose de 5 mg/kg durante
as fases de preconcepcdo, gestagdo e lactagdo sobre parametros comportamentais da prole
adulta de machos e fémeas, sendo que foram utilizados dois insights (Poly I:C e Cetamina) para
inducdo do modelo animal de esquizofrenia na prole. Utilizou-se primeiramente um antagonista
viral ou Poly (I:C) (Vorhees et al. 2015) administrado nos primeiros dias de vida pos-natal da

prole e, posteriormente aos 60 dias de vida, estes mesmos animais receberam de forma repetida
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a cetamina, um antagonista do receptor NMDA, o qual é considerado um bom modelo
farmacoldgico para indug¢do de sintomas tipo esquizofrenia, pois apresenta validade de face,
constructo e preditiva comprovada (De Oliveira et al., 2009; Chindo et. al., 2012). Assim, o
efeito isolado e combinado destes modelos na prole cujas maes foram expostas ao AF antes,

durante e ap0s a gestagdo estd apresentado nesta pesquisa.

Quando avaliada a atividade locomotora na prole, se observou uma hiperlocomog¢ao
apenas nas fémeas do grupo Cetamina e a auséncia de diferenca significativa no teste “crossing”
entre os grupos de machos. Isso sugere que a atividade locomotora (crossing) nao foi afetada
pela suplementacdo materna com AF, nem pela Poly ou cetamina nos machos para este
parametro. Esse dado corrobora estudo anterior, o qual indica que o género da prole parece ser
um fator determinante das respostas locomotoras, uma vez que as fémeas apresentaram niveis
significativamente mais altos de atividade locomotora do que os machos (Howland ez al., 2012).
Ademais, o efeito da suplementagdo com AF pode apresentar um viés relacionado ao sexo, onde
machos tendem a demonstrar menor sensibilidade a alteragdes ambientais na fase

neurodesenvolvimental quando comparado as fémeas (Taylor ef al., 2012).

Em relacdo ao pardmetro rearing, se observou uma menor atividade exploratoria
(rearing) na prole de fémeas e de machos do grupo Cetamina isolado. Tais achados se
assemelham aos do estudo realizado por Zugno et al. (2017), onde animais adultos tratados com
cetamina, cujas maes foram expostas a fumaga de cigarro durante a gravidez, apresentaram

hiperlocomogao e menor rearing.

Foi verificado ainda que a prole de fémeas e machos tratadas com Cetamina e
Poly+Cetamina, cujas maes receberam AF 5mg/kg antes, durante e apos a gestagao, revelaram
um menor comportamento exploratdrio (rearing), o qual ndo foi prevenido pela suplementagao
materna de AF, contrariando achados de Zhao et al. (2020), os quais sugerem que a
suplementagdo de AF pode regular a atividade do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA),
atenuando respostas de estresse e reduzindo comportamentos hiperativos em modelos animais
de esquizofrenia. Assim, os dados deste estudo sugerem uma agdo predominante da cetamina
na vida adulta dos animais, em especial nas ratas fémeas, provavelmente devido a hipofuncao
do receptor NMDA, o qual prejudica circuitos cortico-estriatais, bem como uma interacao entre

os sistemas dopaminérgico e glutamatérgico (Zugno et al., 2017).

Ademais, vale ressaltar que neste estudo a Poly (I:C) foi administrada diretamente na
prole durante o periodo pds-natal, caracterizando um modelo imunolégico agudo e diferente da

ativacdo imune materna. Nesta condi¢do, este estimulo inflamatoério parece ndo ter sido
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suficiente para produzir alteragdes comportamentais na prole no teste de campo aberto. Em
contraste, a cetamina isolada ou combinada a Poly (I:C), induziu hiperlocomog¢ao e redugdo de
rearing, efeitos consistentes com sua acao como antagonista do receptor NMDA. Desse modo,
os resultados indicam que, dos protocolos utilizados, o impacto comportamental da cetamina
parece ter sido mais pronunciado e se sobrepOs aos efeitos da Poly (I:C) pds-natal,

particularmente nas ratas fémeas.

Outro parametro comportamental analisado foi o teste de interagao social (laténcia e o
tempo total de contatos sociais) na prole de machos e fémeas submetida ao modelo animal de
esquizofrenia (Poly I:C e cetamina), cujas maes foram expostas a suplementagdo de AF Smg/kg
durante as fases de preconcepgao, gestagao e lactagdo. Foi observado uma diminuigdo no tempo
de laténcia para a prole de fémeas e machos do grupo AF 5mg/kg em relacdo ao grupo controle,
porém ndo houve um aumento significativo no nimero de intera¢des sociais na prole deste
grupo. Estes achados indicam que a suplementagdo materna com AF desempenhou uma
melhora do comportamento social, ao reduzir o tempo de laténcia. Marques et al. (2021)
apontam que o AF exerce efeitos neuroprotetores aos modular vias epigenéticas e inflamatorias

que influenciam diretamente comportamentos sociais.

Do mesmo modo, Zhao et al. (2020) reforcam que o AF pode regular a atividade do eixo
HPA, reduzindo respostas estressoras que contribuem para os sintomas negativos da
esquizofrenia, como o isolamento social. Além disso, a suplementa¢do de AF limitada ao
periodo periconcepcional quando comparada a suplementacdo materna de AF desde a fase
preconcepcao até o final da gestacdo e/ou lactacdo pode ser benéfica para o desenvolvimento
neurocomportamental da prole, atuando na melhora no desenvolvimento dos reflexos sensorio-
motores na infancia e melhor capacidade de aprendizagem espacial e memoria na adolescéncia

e na idade adulta (Wang et al., 2018).

Homberg et al. (2010) evidenciaram o papel do AF na regula¢do da neurotransmissao
serotoninérgica, a medida em que Roffman ez al. (2011) retratam que a suplementacao de AF ¢
capaz de melhorar a funcionalidade sinaptica em modelos de comprometimento
neuropsiquiatrico. Assim, os achados desta pesquisa sugerem que o AF materno na dose de
Smg/kg pode ter influenciado de forma positiva os circuitos dopaminérgicos e serotoninérgicos
na prole, o que € consistente aos estudos acima, os quais destacam o papel desses sistemas na
modulagdo de comportamentos sociais. Assim, a reducdo na laténcia observada na prole de

machos e de fémeas do grupo AF 5Smg/kg pode refletir uma melhora na motivagdo social
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induzida pela AF materno, mesmo que o numero de interacdes ndo tenha sido alterado,

reforcando a hipotese de que o folato desempenha um papel modulador na resposta social.

Neste estudo também se verificou que a prole de machos tratada com Cetamina isolada
(grupo AF 5mg/kg+Cetamina) ou com Cetamina combinada a Poly I:C (grupo AF
Smg/kg+Cetamina+Poly), cujas maes foram suplementadas com AF S5mg/kg na preconcepcao,
gestacdo e lactacdo apresentou um menor numero de contatos sociais. Isso sugere um efeito
predominante da cetamina neste comportamento social dos animais machos, uma vez que o AF
materno nao foi capaz de prevenir tal condicdo na prole adulta. Tais achados refor¢am o fato de
que comportamentos sociais associados a disfun¢do glutamatérgica, induzidos pela cetamina na

vida adulta da prole, podem ser menos responsivos a modulag@o nutricional materna.

Adicionalmente, estd bem consolidado na literatura que o bloqueio do influxo de Ca**
gerado pelos antagonistas do receptor NMDA, como a cetamina, induzem dificuldades de
interagdo social em roedores, as quais se assemelham aos sintomas negativos da esquizofrenia
em humanos (Becker e Grecksch, 2004), além da cetamina diretamente ser capaz de induzir o
isolamento social em humanos (Micallef et al., 2003). Assim, os resultados do presente estudo
estdo em conformidade aos observados anteriormente por este grupo de pesquisa (Gama ef al.,
2012; Zugno et al., 2013a;2016; 2017), onde a administracao de cetamina mimetizou o prejuizo

social em ratos pela redugao do nimero de contatos entre os animais.

Embora modelos de ativagdo imune materna por Poly (I:C) administrada durante a
gestacdo apresentem evidéncias de prejuizos sociais na vida adulta (Juckel et al, 2021;
Romero-Miguel et al., 2023), esse efeito parece ser menos expressivo quando a exposi¢ao
ocorre no periodo pds-natal, conforme observado no presente estudo. De fato, Baghel et al.
(2018, 2020) administraram Poly (I:C) na prole entre os dias 2 e 7 de vida pos-natal e
verificaram prejuizos cognitivos em memoria, mas ndo déficits sociais marcantes. De modo
semelhante, Ibi ef al. (2009), ao utilizar um protocolo neonatal repetido de Poly (I:C) entre os
dias 2 e 6 de vida pds-natal, reportaram diferentes alteragdes comportamentais, porém com
quadro social pouco comprometido quando comparado as alteragdes sociais observadas nos

modelos pré-natais.

Essa inconsisténcia provavelmente se deve ao fato de que a janela critica para o
desenvolvimento dos circuitos neurais envolvidos no comportamento social € mais sensivel a
ativacdo imune durante o periodo pré-natal, fase em que ocorre intensa migragdo neuronal,
maturagdo de interneurdnios e organiza¢ao microglial. Estudo realizado por Arrode-Brusés et

al. (2012), inclusive, demonstrou que a resposta imune induzida pela Poly (I:C) na fase pos-
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natal (4 a 8 dias de vida da prole) gera um aumento de citocinas pro-inflamatdrias cerebrais,
mas com perfil distinto e menos disruptivo do que aquele observado quando este estimulo
ocorre na fase gestacional. Nesse contexto, os resultados do presente estudo sdo consistentes
aos dados da literatura, a medida em que a administragcao pds-natal de Poly (I:C) isolada nao

foi capaz de induzir déficits sociais na vida adulta da prole.

Esta pesquisa também avaliou aspectos cognitivos de memoria na prole adulta mediante
realizagdo do teste de esquiva inibitéria, o qual segundo Izquierdo et al. (2016), ¢ uma
ferramenta amplamente validada para investigar a memoria de trabalho, de curta e longa
duracdo, sendo sensivel a alteracdes na neuroplasticidade e no equilibrio de neurotransmissores.
No presente estudo, pode-se observar que a suplementagcdo materna com AF Smg/kg preservou
a memoria imediata, de curto e longo prazo na prole de machos e fémeas, comprovando o efeito

persistente desta vitamina na vida adulta da prole.

Budni ef al. (2012) apontam que a suplementacdo de AF atenua os impactos de
processos neuroinflamatorios na formagdo da memoria e exerce um efeito neuroprotetor ao
modular efeitos inflamatoérios e reduzir o estresse oxidativo, fatores criticos associados ao
comprometimento da memoria em modelos animais. Estudos prévios ainda sugerem que a AF
na fase gestacional esta diretamente relacionada a melhora da metilagdo do DNA e a regulacao
da sinalizacao dopaminérgica, aspectos essenciais para a consolidacdo da memoria aversiva em

modelos de esquizofrenia (Zhang et al., 2019).

Em contrapartida, foi observado também que a prole de machos e fémeas exposta a Poly
I:C na fase pos-natal apresentou capacidade de aprendizado, ao preservar os diferentes tipos de
memorias avaliadas, sugerindo um possivel efeito compensatorio da Poly 1:C, apesar da sua
acdo neuroinflamatodria (Zugno et al., 2016). Os resultados encontrados sugerem que a
exposicao pos-natal a Poly I:C ndo necessariamente desencadeia déficits de memoria aversiva
e que fatores metodoldgicos e bioldgicos sdo capazes de modular o perfil cognitivo da prole.
Desse modo, os achados desta pesquisa parecem contrastar estudos que relatam prejuizo
cognitivo apos desafios imunes precoces. Em modelo de exposi¢do neonatal via Poly I:C,
Baghel et al. (2018) observaram déficits de aprendizagem associados a alteracdo de genes de
plasticidade sinaptica (BDNF, Arc, Egrl) e o aumento de mediadores inflamatorios, sugerindo

vulnerabilidade cognitiva apos o dano imunoldgico.

Ademais, a literatura (Parlak et al., 2021; Alitalo et al., 2024) aponta que os efeitos da
Poly (I:C) podem variar conforme a dose utilizada, o sexo e a linhagem do animal, a fase em

que essa ¢ administrada (pré-natal ou pds-natal) e o tipo de teste comportamental realizado, o
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que pode resultar em diferentes desfechos como prejuizo, auséncia de efeito ou mesmo
respostas preservadas. Lopez-Aranda et al. (2024) retratam ainda que a ativagdo imune pos-
natal prejudica a memoria de objeto apenas em determinados genotipos e sexos, reforcando que
0s impactos comportamentais nao sao uniformes. Além disso, Li et al. (2018) demonstram que
ativagcdes imunes materna e pos-natal afetam circuitos neurais distintos, contribuindo para

diferengas nos desfechos comportamentais.

Os resultados deste estudo também revelaram que a prole adulta, tanto fémeas quanto
machos, exposta a cetamina de forma isolada na vida adulta apresentou prejuizo significativo
nas memorias de curto e/ou longo prazo no teste esquiva inibitoria. Esses achados sdo
consistentes com estudos anteriores (Li et al., 2020; Shi et al., 2021), os quais demonstram que
antagonistas de NMDA, como a cetamina, induzem déficits cognitivos em roedores adultos,
afetando a memoria aversiva, reconhecimento de objetos, memoria de trabalho e flexibilidade
cognitiva. Goulart et al. (2010) mostraram que a cetamina prejudica a consolidagdo de memoria
dependente do hipocampo, enquanto a administragao cronica de cetamina por 28 dias reduziu
subunidades de receptores glutamatérgicos (GluA1l, GIluN2B) e proteinas sinapticas (PSD-95,
Syn) hipocampais, além de induzir um pior desempenho cognitivo nos animais em testes de

aprendizagem e memoria, indicando deterioracdo cognitiva duradoura (Cui et al., 2020).

De forma geral, estes efeitos podem ser atribuidos a hipofun¢ao glutamatérgica induzida
pela cetamina, acompanhada de alteragdes na plasticidade sinaptica e disfuncdo de
interneuronios GABAérgicos, mecanismos amplamente relacionados ao modelo
glutamatérgico da esquizofrenia (Enomoto e Floresco, 2009). Sendo assim, os achados deste
estudo estdo em concordancia com resultados prévios deste grupo de pesquisa (Gama et al.,
2012; Zugno et al., 2017), os quais sinalizaram um comprometimento na memoria aversiva dos
animais, comprovando que a cetamina € capaz de causar prejuizos cognitivos associados a perda

de memoria e percepg¢ao do animal.

Os resultados desta pesquisa parecem indicar na esquiva inibitoria um padrao
dependente do sexo e do tipo de interacao entre AF, Cetamina e Poly nos grupos avaliados. Na
prole de fémeas expostas ao AF Smg/kg+Cetamina ou AF 5mg/kg+Poly+Cetamina se observou
um prejuizo nas memorias imediata e de curta duragdo, achado que converge com estudo de
Oliveira et al. (2021), o qual sinaliza sobre a vulnerabilidade do género feminino a estressores
imunologicos e a insultos glutamatérgicos durante o neurodesenvolvimento. Em adi¢ao, pdde-
se perceber um efeito predominante da cetamina, uma vez que o AF materno ndo foi capaz de

preservar a memoria nas fémeas adultas. De fato, a literatura indica que a cetamina, por
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bloquear receptores NMDA no hipocampo, compromete processos iniciais de codificagdo e
consolida¢do, sobretudo em fémeas que apresentam maior sensibilidade a alteragdes

neuroendodcrinas € na neuroplasticidade sindptica (Nascimento ef al., 2023).

Em contraste aos dados acima apresentados, nos machos dos grupos AF
Smg/kg+Cetamina e AF Smg/kg+Poly, houve a preservacdo da memoria imediata e/ou de longo
prazo, respectivamente, sugerindo um possivel efeito neuromodulador do AF nessa combinagao
(AF, Cetamina, Poly em machos), visto que de forma isolada a cetamina causou dano cognitivo.
Estudo realizado por Zhang et al. (2019) sugere que a suplementagdo gestacional com AF esta
relacionada a melhora da metilagio do DNA e a regulacdo da sinalizagdo dopaminérgica,
aspectos essenciais para a consolidacdo da memoria aversiva em modelos de esquizofrenia
(Zhang et al., 2019). Budni et al. (2012) também reforcam que suplementa¢do de AF pode
exercer papel neuroprotetor ao modular processos inflamatorios e reduzir o estresse oxidativo,

fatores criticos associados ao comprometimento da memoria em modelos animais.

Todavia, vale ressaltar que a prole de machos do grupo AF 5mg/kg+Poly+Cetamina,
assim como as fémeas deste grupo, apresentou um prejuizo de memoria (de curta e longa
duragdo). Estes resultados indicam que a cetamina administrada na prole adulta parece ter sido
responsavel pelo impacto cognitivo, em especial nas fémeas, quando comparada a Poly (I:C)
pos-natal, o que explica seu efeito predominante no dano de memoria, seja isolada ou
combinada a Poly, na presenca ou auséncia de AF materno, o qual ndo preveniu esse dano. Por
fim, ao avaliar a resposta entre machos e fémeas, observou-se comportamentos distintos na
esquiva inibitoria, atribuidos também aos hormonios sexuais no neurodesenvolvimento

(Oliveira et al., 2021).

Do mesmo modo, na prole adulta verificou-se que a administragdo pds-natal de Poly
(I:C) isolada ndo foi suficiente para induzir alteracdo motora, social ou cognitiva marcante,
reforcando que o periodo pos-natal imediato representa uma janela de menor vulnerabilidade
para o comprometimento social, sendo este mais evidente em modelos pré-natais de ativacao
imune. Em contraste, a cetamina administrada na vida adulta mostrou maior impacto
comportamental na prole adulta, particularmente de fémeas, mimetizando sintomas como
hiperlocomogao, reducdo do comportamento exploratdrio e prejuizo nas memorias de curta e
longa duracdo, reafirmando seu papel como potente indutor de disfun¢dao glutamatérgica e

modelo valido para sintomas positivos, negativos e cognitivos associados a esquizofrenia.

De forma geral, a prole de fémeas se mostrou mais vulneravel aos danos

neurobiolégicos induzidos pela combinagdo de Poly (I:C) e cetamina, apresentando
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hiperlocomogao, reducdo mais acentuada de comportamento exploratdrio, prejuizo social e
déficits nas memorias imediata ¢ de curta duragdo. Em contraste, os machos demonstraram
maior resiliéncia, com manutencao parcial de parametros cognitivos e comportamentais, além
de apresentarem melhores respostas a suplementacdo materna de AF, especialmente na
preservacdo da memoria. Esses achados indicam que mecanismos neuroenddcrinos e
glutamatérgicos modulam de forma distinta a vulnerabilidade de machos e fémeas, refor¢ando
a relevancia de considerar o sexo como variavel bioldgica determinante nos modelos animais

de neurodesenvolvimento.

Em conjunto, os resultados deste estudo indicam que a suplementacdo materna de AF
Smg/kg exerce efeitos neuroprotetores sobre parametros comportamentais da prole,
especialmente em relacdo a cognicdo e interagdo social. Contudo, tais beneficios ndo foram
suficientes para prevenir os prejuizos induzidos pela cetamina na vida adulta, sugerindo que
danos glutamatérgicos tardios se sobrepdem aos mecanismos de prote¢do estabelecidos pelo
AF no periodo gestacional. Por fim, o AF materno contribui positivamente para o
neurodesenvolvimento da prole, mas sua capacidade de protecdo frente a desafios

neurobioldgicos severos € limitada e dependente do sexo e da natureza do dano.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a suplementacdo materna de AF Smg/kg iniciada na
preconcepcao e mantida durante a gestacao e lactagdo exerceu efeitos distintos sobre parametros
comportamentais € neurobiologicos das ratas maes e sobre o comportamento da prole adulta
submetida ao modelo animal de esquizofrenia induzido por Poly (I:C) pds-natal e cetamina na
vida adulta. Nas ratas maes, o AF nao alterou a atividade locomotora, nem mimetizou
comportamento tipo-depressivo ou alterou os niveis hipocampais de dopamina e serotonina.
Isso sugere auséncia de agcdo neuromoduladora direta do AF sobre monoaminas maternas e uma

possivel atuagdo por mecanismos epigenéticos e de plasticidade sinaptica na prole.

Na prole adulta, a administracdo isolada de Poly (I:C) no periodo pds-natal ndo
promoveu alteracdes comportamentais expressivas, enquanto a cetamina na vida adulta induziu
alteracdes compativeis com sintomas positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia,
especialmente na prole de fémeas. A combinagdo de Poly (I:C) e cetamina evidenciou maior
vulnerabilidade feminina, com hiperlocomogao, prejuizo social e déficits de memoria, ao passo
que os machos apresentaram maior resiliéncia e melhor resposta a suplementagao materna de

AF.

De fato, a suplementagdo de AF exerceu efeitos parcialmente protetores,
particularmente sobre a interacdo social e parametros de memoria, de maneira dependente do
sexo e da interacdo entre os modelos experimentais. Contudo, ndo foi suficiente para prevenir
os prejuizos induzidos pela cetamina, sugerindo que danos glutamatérgicos tardios podem se

sobrepor aos mecanismos protetores estabelecidos no periodo gestacional.

Em conjunto, os achados indicam que o AF materno contribui para o
neurodesenvolvimento e modula desfechos comportamentais na prole, porém sua eficacia ¢é
limitada frente a desafios neurobioldgicos severos e dependente do sexo. Esses resultados
reforgam a importancia da nutricdo perinatal na sauide mental e destacam a necessidade de
aprofundar investigagdes sobre mecanismos epigenéticos, diferencas sexuais e interagdes entre

fatores nutricionais € imunologicos em periodos criticos do neurodesenvolvimento.
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ANEXO A

v Universidade do Extremo Sul Catarinense _ACEUA
unesc Comissdo de Etica no Uso de Animais o~
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgdo, manutengao ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de jutho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de 09/05/2023.

[Titulo do projeto O EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE ACIDO FOLICO DURANTE O
PERIODO GESTACIONAL NA PROTEGCAO DO
DESENVOLVIMENTO DE ESQUIZOFRENIA NA PROLE NA FASE
ADULTA.
Project title THE EFFECT OF FOLIC ACID SUPPLEMENTATION DURING THE
GESTATIONAL PERIOD IN PROTECTING THE DEVELOPMENT
OF SCHIZOPHRENIA IN ADULT OFFSPRING.
Numero do protocolo 32/2023
| Protocol number B — I
oo principal ALEXANDRA I0PPI ZUGNO
Posquisadores Ana Luisa Schmidt Ferreira, Nicole Luiza Rizzotto, Munio Ofiveira de
Rescarchors Carvalho, Nicole Bento de Oliveira, Amanda Kunz Godoi, Beatriz
Tomé.
Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizacao 15/05/2023 a 15/05/2024
E aca Rato heterogénico/MWistar
Idade/Peso 60 dias/100 - 350g
NOmero de animais Feminino 48
| Espécie/linhagem/raca Rato heterogénicoWistar
| Idade/Peso 60 dias/100 - 3509
Numero de animais Masculino 72 + Feminino 72
Total 192 -
Procedéncia Biotério UNESC

Obs.: utilizacdo da sobra de 09 animais dos animais solicitados em virtude de que a mortalidade ter
sido menor para realizar o treinamento da técnica para a indugao de MCAO.
The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
03/2017/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the Project
that was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original version of
this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you have further
questions, please contact us by e-mail ceua@unesc.net.
iy e
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