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ESTRADA, Viviane Batista. Efeito do acido folico na modula¢do do comportamento de
ansiedade-simile em ratos. 2019. 57 f. Tese (Doutorado Multicéntrico em Ciéncias
Fisioldgicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Os transtornos de ansiedade tém apresentado alta prevaléncia ao longo da vida e interfere
acentuadamente no desempenho do individuo em diversas atividades, além de estarem
associados a custos a saude publica. O acido fdlico (AF) desempenha papel como cofator de
varios processos biolégicos e parece modular alguns distarbios psiquiatricos. No entanto, ndo
ha estudos que avaliam o efeito da AF em modelos de ansiedade. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da adminstracdo de AF em ratos submetidos aos testes do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) e Campo Aberto (CA), modelos etologicos de ansiedade, bem como sua
modulacdo no comportamento semelhante & ansiedade induzida por estresse de restricao.
Assim, ratos Wistar (65 dias de idade) receberam AF 2,5, 5, 10 ou 50 mg/Kg ou soluc¢éo salina
(NaCl a 0,9%) i.p durante trés dias consecutivos, 48h, 24h e 5h antes do LCE e CA, com base
nos resultados destes experimentos os animais tiveram o sangue coletado para dosagem de
corticosterona. No segundo momento, AF foi administrado em dose unica 1h antes dos testes
comportamentais. Para o estresse agudo os ratos foram submetidos a uma sessao de estresse em
um tubo de restricdo por 2h, no estresse repetido foram submetidos a restricdo de 2h/14 dias
consecutivos, ambos os grupos foram avaliados no LCE e CA 24h apds a ultima sessdo de
estresse, foram realizadas coletas sanguineas para posterior dosagem de corticosterona
plasmatica. Por fim, animais submetidos ao estresse de restricdo agudo receberam
administracdo repetida de AF (2,5, 5, 10 e 50 mg/Kg, i.p.) antes dos testes comportamentais.
Nossos achados observaram efeito ansiogénico do AF no CA apenas quando foi administrado
repetidamente, este comportamento nao foi acompanhado de alteracdo na concentracdo de
corticosterona plasmatica. A administracdo Unica ou repetidade de AF diminuiu a atividade
locomotora de forma dose-dependente no CA. O estresse de restricdo agudo causou efeito
ansiogénico-simile em ambos os modelos, no entanto esses resultados ndo foram alterados pela
administracdo repetida de AF. O estresse repedido ndo alterou o comportamento observado no
LCE e CA. Ndo foram observadas alteracdes nas dosagens de corticosterona 24h apds o estresse
agudo ou repetido. Nosso trabalho aponta para a modulacdo do AF no comportamento
relacionado a ansiedade e atividade locomotora; entretanto, outros estudos sdo necessarios para
entender quais 0s mecanismos envolvidos.

Palavras-chave: Ansiedade. Acido félico. Labirinto em cruz elevado. Teste de campo
aberto. Estresse agudo de restricdo. Estresse repetido de restricao.



ESTRADA, Viviane Batista. Effect of folic acid on the modulation of anxiety-like behavior
in rats. 2019. 57 f. Thesis (Multicentric Doctorate in Physiological Sciences) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Anxiety disorders have a high prevalence throughout life and strongly interfere with the
performance of the individual in various activities, as well as being associated with costs to
public health. Folic acid (FA), is a vitamin B complex that has a role as cofactor of several
biological processes and demonstrates an apparent modulation in some psychiatric disorders.
However, there is few study that evaluates the effect of FA in models of anxiety. The goal of
this work was to evaluate the effect of FA in rats submitted to the elevated plus maze (EPM)
and open field (OF), tests ethological models of anxiety, and its modulation in restraint stress-
induced anxiety-like behavior. Thus, Wistar rats (65 days age) received AF 2.5, 5, 10 or 50
mg/kg or saline (0.9% NaCl) ip. for three consecutive days, 48h, 24h and 5h before EPM and
OF test, based on the results of these experiments the animals had their blood collected for
corticosterone dosing. At the second moment, FA was given in a single dose 1h before the
behavioral tests. For acute stress the rats were submitted to a stress session in a restraint tube
for 2h, in repeated stress they were subjected to restraint for 2h/14 consecutive days, both
groups were evaluated in the LCE and CA 24h after the last stress session, blood samples for
subsequent plasma corticosterone dosage were performed. Finally, animals subjected to acute
restraint stress received repeated administration of FA (2.5, 5, 10 and 50 mg / kg, i.p.) before
behavioral tests. Our findings observed an anxiogenic effect of FA on OF only repeated
administration, this behavior was not accompanied by changes in plasma corticosterone
concentration. Single or repeated administration of FA decreased dose-dependent locomotor
activity in OF. Acute restraint stress caused an anxiogenic-like effect in both models; however,
these results were not altered by repeated administration of FA. Repeated stress did not cause
behavioral changes in the EPM and OF. No change in corticosterone concentration were
observed 24h after acute or repeated stress. Our work points to FA modulation in anxiety-
related behavior and locomotor activity; however, further studies are needed to understand the
mechanisms involved.

Key words: Anxiety. Folic acid. Elevated pluz maze. Open field. Acute restraint stress.
Repeated restraint stress.
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1 INTRODUCAO

A medida que o mundo se industrializava o estilo de vida da sociedade se transformava
acarretando em diversos problemas como ritmo de trabalho intenso, acesso desigual a salde,
condicdes de moradia precarias, distribuicdo desigual da renda, desemprego, altas taxas de
violéncia e criminalidade (FERREIRA et al., 2018; KESSLER et al., 2011).

Frente a uma sociedade moderna que exige grande capacidade de adaptagdo fisica,
mental e social, os individuos estédo frequentemente expostos a situacdes de conflitos, angustias,
estresse e desestabilizagdes emocionais. Assim, a ansiedade emerge como uma consequéncia
direta aos persistentes esforcos adaptativos do individuo a sua situacdo existencial
(BANDELOW; MICHAELIS, 2015).

O total estimado de pessoas vivento com ansiedade no mundo é de 264 milhdes, este
total reflete um aumento de 14,9% de 2005 a 2015 (KESSLER et al., 2011; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

1.1 ANSIEDADE

Biologicamente, a ansiedade é uma resposta de alerta do organismo frente a situacdes
ameacadoras que leva a um conjunto de alteraces emocionais, fisioldgicas e cognitivas com o
intuito de adaptar o individuo ao meio e/ou preservar a vida (BRAGA, 2010; CANTERAS;
GRAEFF, 2014; MCNAUGHTON; CORR, 2004; VIANA, 2010).

O termo ansiedade provém do grego anshein, que significa estrangular, sufocar e
oprimir, o que condiz com as reagdes de taquicardia, tensdo muscular, antecipacgao apreensiva,
pensamento catastréfico e medo vivenciados na ansiedade (PRATT, 1992).

Dessa forma, a ansiedade é um mecanismo importante pelo qual nos adaptamos e
respondemos aos perigos, mas alteracdes nessa regulacdo podem resultar em ansiedade
acentuada, persistente e excessiva ou em medo irracional (CANTERAS; GRAEFF, 2014,
GRAEFF, 2002).

Embora o limite entre o que se denomina ansiedade normal e patoldgica é muitas vezes
dificil de se estabelecer, assume-se que a ansiedade torna-se patolégica quando é experimentada
durante um longo periodo de tempo (mais de seis meses), de forma excessiva ou quando nédo
corresponde a situacdo que a desencadeia (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2013; KESSLER et al., 2011).
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Os transtornos de ansiedade compartilham caracteristicas de medo e ansiedade
excessivos, medo é a resposta emocional a ameaga iminente e real, enquanto ansiedade é a
antecipacdo de ameaca futura; ha sobreposicéo entre os dois estados (DSM V, 2014).

Segundo a classificacdo dos distdrbios mentais, apresentada na quinta edi¢do do Manual
de Diagndstico e Estatistica das Doencas Mentais (DSM V, 2014) e publicado pela Associagdo
Psiquiatrica Norte-Americana, as manifestacbes da ansiedade patoldgica podem ser agrupadas

em diferentes categorias, conforme o quadro abaixo:

Figura 1. Classificacdo dos transtornos de ansiedade.

Transtorno de Ansiedade de Separacao
Mutismo seletivo

Fobia (Especifica, social e agarofobia)
Transtorno de ansiedade generalizada
Transtorno do panico

Transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento

Fonte: DSM V

As categorias dos transtornos de ansiedade diferem entre si nos tipos de objetos ou
situacbes que induzem ao medo, ansiedade ou comportamento de esquiva. Assim, embora
tenham uma comorbidade, podem ser diferenciados pelo tipo da situagdes temidas.

O transtorno de ansiedade generalizada (TAG) tem alta propor¢éo na populacdo geral e
traz grande impacto na qualidade de vida dos individuos (BANDELOW et al., 2013;
BANDELOW,; MICHAELIS, 2015). O TAG caracteriza-se por preocupacdes excessivas,
expectativa apreensiva e frequentes em relacdo a questdes diarias ou circunstancias da vida. O
individuo portador desse transtorno apresenta dificuldade em controlar a preocupacéo, e 0
estado de apreensdo constante geralmente é acompanhado por sintomas como inquietacéo,
cansaco, dificuldade em concentrar-se, irritabilidade, tensdo muscular e perturbacdo do sono
(DSM V, 2014).

1.2 REACOES DE DEFESA E ANSIEDADE
Assim como os seres humanos, os animais mais complexos foram selecionados segundo

0 mesmo padrdo de resposta defensiva o que aumentam as chances de sobrevivéncia da espécie,
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desta forma, essas respostas podem ser estudas em diferentes espécies, pois, sdo similares
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; MCNAUGHTON; GRAY, 2000; PRATT, 1992).

Como estratégia defensiva, 0s animais tendem a apresentar comportamento de avaliacao
de risco, imobilizacdo, fuga ou ataque defensivo considerando o nivel de ameaca ao qual sdo
submetidos: potencial ou incerta, distal e proximal (BLANCHARD et al., 2001).

Estimulos que sinalizam uma ameaca potencial, como em ambientes desconhecidos
onde a presenca do predador € incerta, evocam comportamentos de avaliacdo de risco (risk
assessment) em direcdo a fonte do perigo. Estes comportamentos refletem o conflito entre a
aproximagao e a esquiva, e sdo caracterizados por repetidas tentativas de aproximacao, seguidas
de esquiva ao estimulo aversivo.

Estimulos distais sdo caracterizados pela presenca real do perigo, induzem tanto a
resposta de esquiva como a de imobilidade. Nesta condi¢édo, caso exista uma rota de fuga ao
encontro com o predador, o animal tenta preferencialmente escapar, no entanto, caso a fuga néo
seja vidvel o animal tende a permanecer imével no chamado congelamento (freezing).

Por fim, o terceiro nivel (proximal) ocorre quando o predador estd muito préximo, ou ja
em contato com a presa. Nessa situacdo, o recurso defensivo adotado pela presa é a fuga ou
resposta de agressao defensiva (posturas de ameaca e mordidas ao predador) (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988).

E proposto que reaces de defesa especificas correspondam a distlrbios de ansiedade
estabelecidos clinicamente. Por exemplo, a avaliacdo de risco e a fuga estdo relacionados,
respectivamente, a ansiedade generalizada e o panico (BRANDAO et al., 2003; GRAEFF,
1994).

Evidéncias experimentais relacionam cada estratégia de defesa com estruturas
encefalicas correspondente, com o objetivo de identificar as bases neurais envolvidas com a
ansiedade (PRATT, 1992).

Neste sentido, tém sido proposto a existéncia de dois sistemas neurais responsaveis pelas
reacOes de defesa dos animais: o sistema de inibicdo comportamental e o sistema cerebral de
defesa (GRAEFF; HETEM, 2012; MCNAUGHTON; CORR, 2004).

O sistema de inibicdo comportamental tem como principal substrato neural o sistema
septohipocampal, estruturas que facilitam o comportamento defensivo de esquiva frente a um
perigo potencial e incerto, sendo postulada sua participacdo na mediacdo do disturbio de
ansiedade generalizada (MCNAUGHTON; GRAY, 2000).
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Mediante uma situacdo de conflito entre aproximacéo e esquiva do perigo, o0 sistema
septo-hipocampal tem a funcéo de comparar os objetos conflitantes, o que levaria a inibi¢do do
comportamento (BRANDAO et al., 2003).

As principais evidéncias do envolvimento destas estruturas na modulacdo de
comportamentos defensivos foram baseadas em estudos mostrando que lesdes destas areas
cerebrais induziam um efeito antiaversivo semelhante ao observado com a administracdo de
drogas ansioliticas classicas como o diazepam e os barbitdricos (MCNAUGHTON; GRAY,
2000).

O sistema cerebral de defesa é representado por um conjunto de estruturas nervosas
longitudinalmente organizadas, formado pela amigdala, hipotalamo medial e substancia
cinzenta periaquedutal que processam mecanismos associados as estratégias de defesa de luta
ou fuga em resposta ao perigo proximal (GRAEFF, 1994).

Em humanos, a estimulacdo elétrica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal é
relatada como uma situacdo extremamente desagradavel caracterizada por fortes sentimentos
de medo, morte iminente ou dor inespecifica e vérias alteracfes autondmicas similares aguelas
ocorridas durante um ataque de panico (NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969). Em
ratos, esta estimulac&o esta envolvida no desenvolvimento de comportamento defensivo, como
fuga e luta (VIANNA et al., 2001).

O hipotalamo, através de suas conexfes com a hipofise mobiliza as alteragGes
enddcrinas que acompanham as reacoes de defesa, o horménio adrenocorticotropico (ACTH)
secretado pela adeno-hipofise estimula o cortex da adrenal a liberar cortisol, cujas agdes nos
tecidos-alvos sdo catabdlicas e ajudardo a promover a mobilizacao de fontes de energia do corpo
para o enfrentamento da situacdo ameacadora (GRAEFF; HETEM, 2012).

Quanto a amigdala parece exercer e influéncia modulatéria sobre 0 comportamento de
defesa integrado na substancia cinzenta periaquedutal dorsal e teria um papel de interface entre
as sensacoes e as emoc0es, selecionando e organizando as reacOes de defesa mais apropriadas
a situacdo (GRAEFF, 1994).

1.3 MODELOS ETOLOGICOS DE ANSIEDADE: LCE E CA

Com base nas estratégias de defesa dos animais, muitos modelos etologicos foram
desenvolvidos com o objetivo de simular determinadas situacdes de perigo para investigar
experimentalmente a neuropsicofarmacologia e eventuais formas de tratamento dos transtornos
de ansiedade (PELLOW; FILE, 1986a; VIANA; TOMAZ; GRAEFF, 1994).



17

Sabe-se que animais expostos a novos ambientes ou estimulos podem gerar
comportamentos defensivos ou de medo semelhantes aos observados em humanos, como a
ansiedade (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). Diante disso, o Labirinto em Cruz Elevado
(LCE) e Campo Aberto (CA) sdo modelos amplamente utilizados validados por critérios
fisiologicos, farmacoldgicos e comportamentais (PELLOW et al., 1985; PRUT; BELZUNG,
2003). Por esses motivos foram os testes de escolha em nosso trabalho.

O LCE é composto por quatro passarelas dispostas perpendicularmente formando uma
cruz simétrica unidas por uma plataforma central; duas passarelas apresentam paredes e
recebem o nome de brago fechado, enquanto outras duas passarelas sdo desprovidas de paredes
e recebem o0 nome de brago aberto (Figura 2).

Figura 2. Labirinto em cruz elevado.

o

Fonte: (PIRES; TUFIK; ANDERSEN, 2012).

O fundamento do teste esta no conflito entre a caracteristica exploratéria dos roedores
versus a aversdo de espacos abertos e elevados. Com isso, ainda que 0s animais sintam-se
impelidos a explorar os bracos abertos do LCE a procura de alimento, &gua, parceiros sexuais,
eles tendem a evitd-los por serem locais potencialmente perigosos. Esse conflito entre
aproximacdo-esquiva é considerado analogo a ansiedade humana (GRAEFF, 1994; PELLOW
et al., 1985). Além disso, ansioliticos como diazepam aumentam as entradas e tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos em relacdo aos bragos fechados, ao passo que

agentes ansiogénicos como a picrotoxina diminuem esta proporgdo (PELLOW; FILE, 1986b).
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O CA foi desenvolvido por Hall (1934) e constitui uma arena de formato variével
circular, quadrado ou retangular, com linhas dispostas no chéo (Figura 3).

Figura 5. Campo aberto.

A éarea em vermelho corresponde a
regido central.
Fonte: O proprio autor.

O procedimento, assim como o LCE, consiste em confrontar o animal com a novidade
do ambiente. A ansiedade é mensurada através do tempo que o roedor permanece na regido
central do aparato, enquanto que, o numero total de linhas cruzadas indica a atividade
locomotora (CHOLERIS et al., 2001; LISTER, 1990; PRUT; BELZUNG, 2003).

Os roedores preferem a periferia ao centro do aparelho, possivelmente devido o fator
tato sensorial por meios das informagdes geradas pelas vibrissas em contato com as paredes.
Acredita-se que pertenca a uma categoria de reacGes ao medo filogeneticamente determinadas
(LISTER, 1990; PRUT; BELZUNG, 2003). Em experimentos com roedores, estes
comportamentos sdo essenciais para compreender o efeito de diferentes drogas
psicoestimulantes, ansiogénicas e ansioliticas (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012; DE
LACERDA, 2006; PRUT; BELZUNG, 2003; TREIT, 1985).

1.4 ANSIEDADE INDUZIDA PELO ESTRESSE

Entre os fatores etiologicos relacionados a ansiedade, o estresse tem recebido
consideravel atencdo. Dados da literatura sugerem que exposicdo a experiéncias estressantes
contribuem decisivamente para o desenvolvimento e patogénese deste transtorno (LAPMANEE
etal., 2012).
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O cientista e médico austriaco Hans Selye apresentou em 1936 o conceito de estresse
sendo um conjunto de reacdes sistémicas ndo especificas que ocorrem quando hé exposic¢ao do
organismo a agentes agressores, 0s quais denominou estressores. De modo geral, 0 estresse
ocorre quando condicBes adversas provocam uma resposta fisiologica na tentativa de manter a
homeostasia do organismo em se adaptar a um novo cenario (REIS et al., 2011).

Em resposta a condicdo de estresse, Selye denominou como “Sindrome Geral de
Adaptacdo” os eventos de resposta ao estresse que ocorrem em trés importantes fases: 1) a
reacao de alarme, na qual o organismo percebe o estimulo estressante; 2) a fase de resisténcia,
que consiste na tentativa de adaptacdo do organismo frente ao estimulo, 3) a fase de exaust&o,
quando o organismo perde a capacidade de adaptacdo (MCEWEN, 2007).

A ativacdo do sistema simpato-adrenomedular e o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA) sdo bem estabelecidos como mecanismos adaptativos do estresse (KREIBIG, 2010;
MARIN; CRUZ; PLANETA, 2007).

Em relagdo ao sistema simpato-adrenomedular, o aumento da atividade do sistema
nervoso autbnomo simpatico resulta na secrecdo de acetilcolina na medula suprarrenal a qual
libera adrenalina e noradrenalina na corrente sanguinea. Uma vez liberadas, as catecolaminas
induzem aumento da frequéncia cardiaca, do fluxo sanguineo para os masculos, da glicemia e
do metabolismo celular na tentativa de favorecer um melhor desempenho fisico e mental
durante o estresse (KREIBIG, 2010).

No tocante ao eixo HPA, sua ativacdo inicia-se através dos impulsos nervosos da
amigdala que sao transmitidos para o hipotdlamo. O hipotalamo, por sua vez, secreta o
hormbnio liberador de corticotrofina (CRH), o qual passa pelo sistema porta hipotalamo-
hipofisario chegando até a hipdfise anterior, neste local, 0 CRH induz a secre¢do do horméno
adrenocorticoprofico (ACTH) que flui pela corrente sanguinea até o cortex da adrenal,
induzindo a secrecdo de cortisol em humanos e corticosterona em roedores (CARRASCO;
VAN DE KAR, 2003; REIS et al., 2011).

Em roedores, o estresse contribui para o progresso da ansiedade, levando a respostas
fisiologicas e comportamentais exageradas (ANDRADE; GUIMARAES, 2003; REIS et al.,
2011) . Neste sentido, o estresse de restricdo € um modelo de estresse emocional inescapével o

qual restringe o movimento do animal em um tubo cilindrico ou semi cilindrico (Figura 4).
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Figura 6. Tubo de restri¢do.

Fonte: O proprio autor

Roedores expostos previamente ao estresse, apresentam diminuicdo do tempo e
frequéncia de entrada nos bragos abertos do LCE, assim como diminui¢édo no tempo despendido
na regido central do CA em relacdo aos animais ndo estressados, comportamentos relacionados
a ansiedade-simile (KIM; LEEM, 2014; PADOVAN; GUIMARAES, 2000; REIS et al., 2011).

Conforme sua intensidade e tempo, o estresse pode ser considerado agudo ou cronico.
O estresse agudo pode ser entendido como uma ameaca imediata, a curto prazo e o cronico,
persiste por varios dias, semanas ou meses (LINO-DE-OLIVEIRA et al., 2001; PADOVAN;
GUIMARAES, 2000).

Pesquisas sugerem diferencas importantes nos neurocircuitos que medeiam as respostas
a exposicdo aguda e crbnica ao estresse. O nucleo paraventricular do hipotdlamo e o ndcleo
dorsal da rafe estdo envolvidos com estresse agudo, enquanto, substancia cinzenta
periaquedutal ventrolateral e o nicleo leito da estria terminal com o estresse crénico. A
amigdala central e medial seria a interface entre os dois tipos de estresse (DE ANDRADE et
al., 2018).

Além disso, o cortex pré-frontal, hipocampo e hipotdlamo séo regides-chave envolvidas
na modulacdo dos efeitos do estresse, assim como, no comportamento de ansiedade (CAMPOS
et al.,, 2013; COLLINS et al., 2009; KEAY; BANDLER, 2006; MCNAUGHTON; CORR,
2004).

No entanto, os mecanismos pelos quais os efeitos do estresse se relacionam ao

desenvolvimento de um transtorno de ansiedade ndo estdo totalmente esclarecidos.

1.5 AcipoFoéLico
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O écido félico (AF), vitamina soltivel do complexo B, foi chamada inicialmente de fator
de Wills, em homenagem a médica inglesa que descreveu sua funcdo no tratamento de anemia
macrocitica em gestantes trabalhadoras da industria téxtil. Em 1941 seu composto foi isolado
das folhas do espinafre do qual deriva seu nome do latim “folium”, que significa folha (BRITO
etal., 2012; MCNULTY etal., 2012).

O termo folato é usado para designar compostos na forma quimica de poliglutamato, €
encontrado em vegetais folhosos verdes e em outros alimentos como a beterraba, abacate,
banana, amendoins, feijoes, figado, rins, ovos e alguns peixes (MCNULTY; PENTIEVA, 2010;
WINKELS et al., 2007).

Por sua vez, o AF (monoglutamato) é a forma sintética mais oxidada e com maior
estabilidade usada na fortificacdo de alimentos e medicamentos (MCNULTY et al., 2012;
SCAGLIONE; PANZAVOLTA, 2014). Embora, na literatura cientifica comumente o AF é
usado para designar todas as formas desta vitamina (WINKELS et al., 2007).

Fortes evidéncias epidemioldgicas e experimentais ligam a diminui¢do da concentracao
de AF a doencgas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas como Alzheimer, depressao, acidente
vascular cerebral e doenca de Parkinson e 0 mais conhecido disturbio relacionada a sua baixa
ingesta, defeitos do tubo neural (ALMEIDA et al., 2012; BRITO NORONHA et al., 2015;
MATTSON; SHEA, 2003; REYNOLDS, 2002).

Desta forma, a concentracdo adequada de AF é fundamental para a prevencdo de
doencas crbnicas ndo-transmissiveis, complicacBes gestacionais como descolamento da
placenta, pré-eclampsia, partos prematuros, aborto espontaneos (BAILEY et al., 2015;
MOLLOQY et al., 2008) e especialmente problemas congénitos em decorréncia de defeitos do
fechamento do tubo neural (BAILEY et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

Com o objetivo de aumentar a ingestdo diaria de AF pela populacdo, principalmente
pelas mulheres em idade reprodutiva, diversos paises, inclusive o Brasil, adotaram a fortificacéo
da farinhas de trigo e milho com AF, com o intuito de reduzir a deficiéncia de folato e diminuir
a incidéncia de defeitos no tubo neural (MORRIS et al., 2007; SMITH; KIM; REFSUM, 2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Resolugéo n° 150,
determinou a obrigatoriedade da fortificagdo de farinhas de milho e trigo com AF. Segundo a
legislacéo, cada 100 gramas deverao conter 140 ug a 220 ug de AF (BRASIL, 2017) .

H& uma correlagéo entre 0 aumento dos niveis séricos de folato e melhora em algumas
desordens psiquiatricas (KRONENBERG; COLLA; ENDRES, 2009). Foi observado efeito
protetor do AF contra o déficit cognitivo em idosos (FRANCA, 2016). Além disso, héa

evidéncias de que o AF pode contribuir no tratamento de depressdo, patologia que tem alta
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comorbidade com ansiedade (BROCARDO et al., 2008b; KESSLER; GRUBER, 2008). No
entanto, os efeitos do AF frente a patologia de ansiedade ainda néo foram elucidados.

Para ser biologicamente ativo, o AF necessita sofrer reducdo pelas formas
intermediarias de dihidrofolato e tetrahidrofolato pela adicdo de atomos de hidrogénio nas
posicdes 7,8 e 5,6,7,8, respectivamente, e metilado a 5-metil-tetrahidrofolato (5-metil THF), a
forma ativa da vitamina encontrada no plasma ligado principalmente a albumina (DJUKIC,
2007; KRONENBERG; COLLA; ENDRES, 2009). O folato circulante € entdo transportado
para dentro das células através de duas familias de transportadoes: o carreador de folato
reduzido (RFC) e os receptores de folato (RF) (DJUKIC, 2007).

Dentro da célula, o 5-metil-THF e desmetilado, doa o radical metila para converter a
homocisteina em metionina, etapa catalisada pela acdo da enzima metionina sintase (MS),
gerando metionina e tetrahidrofolato. A metionina é entdo convertida pela enzima metionina
adenosil transferase, a S-adenosilmetionina (SAM), que transfere o grupo metil ao carbono 5
das citosinas, geralmente seguidas por guaninas (dinucleotideos CpGs), por meio de DNA-
metiltransferases (DNMTS) (Figura 5); (BROCARDO et al., 2008b; REYNOLDS, 2006;
SMITH; KIM; REFSUM, 2008). Assim, o AF também pode alterar a metilacdo de DNA, um
importante mecanismo epigenético (ECKART et al., 2013).

Ainda, o AF esta envolvido na regulacéo epigenética da proliferacéo de células-tronco
neurais que sdo necessarias para o desenvolvimento e reparo no sistema nervoso, através de
DNMTS (YU et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epigenomics
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/development
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nervous-system
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Figura 7. A relagdo entre o metabolismo do folato e o ciclo de metilag&o.
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O tetrahidrofolato (THF) é convertido em 5,10-metileno-tetrahidrofolato (5,10-
MTHF) e em seguida reduzido a 5-metil-tetrahidrofolato (5-MeTHF) pela acdo da
enzima metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR), dirigindo assim um grupo
metil para a formacdo da metionina, etapa catalisada pela acdo da enzima metionina
sintase (MS). A conversdo de homocisteina (Hcy) em metionina serve como uma
importante fonte de metionina para a sintese de s-adenosilmetionina (SAMe), um
importante agente de metilagdo in vivo. CBS= cistationina B-sintetase; SAH= S-
adenosil homocisteina.

Fonte: BROCARDO, 2008; adaptado de BOTTIGLIERI, 2005.

Estudos demonstram uma diminuicéo significativa na metilagdo do DNA em mulheres
submetidas a uma dieta com baixa quantidade de acido félico durante 7 dias, assim como, em
figado de ratos submetidos a deficiéncia de AF durante dieta de 4 semanas (BALAGHI;
WAGNER, 1993).

H& indicios de que o AF desempenhe um papel na modulacdo de respostas

comportamentais através de sua modulagdo em diferentes regides do sistema nervoso central
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(BROCARDO et al., 2008a). A existéncia de transportadores de folato no sistema nervoso
central demonstra sua importancia no metabolismo cerebral (DJUKIC, 2007).

Além disso, o AF preveniu danos neurais no hipocampo e cortex, e alteracdes de
corticosterona induzidos pelo estresse (GAO et al., 2017). Assim, é possivel que o AF exerga
um papel na modulacdo da ansiedade, assim como de outros efeitos desencadeados pelo

estresse.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do AF na modulacdo do comportamento de ansiedade em ratos

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o efeito da administracdo repetida de AF nas respostas comportamentais
causadas pela exposicdo ao LCE e ao CA,;

v Avaliar a concentracdo plasmatica de corticosterona nos animais que receberam
administracdo repetidade de AF;

v' Investigar o efeito da administracdo aguda de AF nas respostas comportamentais
causadas pela exposicao ao LCE e CA,;

v Avaliar a resposta tardia ao estresse de restricdo agudo e repetido no comportamento
dos animais expostos ao LCE e CA

v' Verificar a resposta tardia ao estresse de restricdo agudo e repetido na concentracao
plasmatica de corticosterona;

v" Verificar o efeito da administracdo repetida de AF na resposta comportamental tardia

ao estresse de restricdo agudo de animais expostos ao LCE e CA.
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3 METODOLOGIA

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Neurociéncia e Farmacologia
Cardiovascular, pertencente ao Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade

Estadual de Londrina.

3.1  ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (65 dias de idade) provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os animais foram transferidos para o Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas e mantidos sob condigdes padronizadas (temperatura de
25 + 1°C, periodo de 12h claro/escuro) com &gua e racdo a vontade. O protocolo experimental
foi aprovado pelo comité de ética local (CEUA protocolo n°19030.2015.69).

3.2 Drocas

Acido Folico (Sigma-Aldrich; BR) foi dissolvido em salina (NaCl 0,9%) e administrado
nas doses de 2,5, 5, 10 ou 50 mg/Kg i.p (MATTE et al., 2006). Anéstesico: Uretana (Sigma, St.
Louis, Missouri, EUA).

3.3 ESTRESSE DE RESTRICAO

Os ratos foram introduzidos em um tubo de restri¢cdo semicilindrico (25 x 7 x 5 cm),
para o estresse agudo cada animal foi submetido a apenas uma sessdo de restri¢cdo por 2h, no
estresse repetido foram submetidos a restricdo de 2h por 14 dias consecutivos, em seguida,
transferidos aos pares para as gaiolas (20 x 30 x 32 cm) e mantidos no biotério. Os testes
comportamentais e a coleta de materiais bioldgicos ocorreram 24h. apds o estresse (KIM;
LEEM, 2014; PADOVAN; GUIMARAES, 2000). O grupo controle foi composto de animais

nao manuseados.
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3.4  TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados 24h apds 0 estresse agudo ou 24h apés a
Gltima sessdo de estresse repetido (PADOVAN; GUIMARAES, 2000). O LCE é constituido
por quatro bracos de madeira de mesmas dimensdes (50 cm de comprimento por 10 cm de
largura), elevados 50 cm em relacdo ao solo. Dois dos bracos séo circundados por paredes
laterais (40 cm de altura) e estdo dispostos perpendicularmente a dois outros bracos que
permanecem desprovidos de paredes (bracos abertos). Para evitar a queda dos animais, 0s
bracos abertos sdo delimitados por uma protecdo de acrilico de 1 cm de altura. No dia do
experimento, cada rato foi colocado no centro do labirinto com a sua cabega virada para um dos
bragos fechados e o comportamento dos animais foi gravado por 5 min. Foram analisados o
tempo gasto nos bracos abertos e o nimero de entradas (critério 4-patas) nos bracos abertos e
bracos fechados(PELLOW et al., 1985).

Imediatamente apds o LCE, o animal foi submetido ao teste do CA 60 x 60 cm rodeado
por paredes de 30 cm de altura; marcado com nove quadrados de 20 x 20 cm (HAZIM et al.,
2014; MACHADO et al., 2016). Cada rato foi colocado individualmente no centro do aparato
e a atividade exploratoria foi calculada por 5 min. O tempo gasto na regido central foi utilizado
como medida de ansiedade e o nimero total de linhas cruzadas com todas as quatro patas como
atividade locomotora (KATZ; ROTH; CARROLL, 1981; SESTAKOVA et al., 2013). A
temperatura ambiente foi mantida a 22 £ 1°C por um condicionador de ar, os testes foram
realizados entre 12:00h e 14:00h.

3.5  COLETA DE SANGUE PARA DOSAGEM DE CORTICOSTERONA PLASMATICA

Os animais foram decapitados por guilhotina para coleta do sangue e posterior dosagem
de corticosterona plasmatica.

Para a dosagem de corticosterona para 0 grupo experimental tratado com AF e que
demonstrou alteragdo comportamental, os animais foram divididos em grupo controle (NaCl
0,9%) e grupo tratado com AF na dose de 5 mg i.p 48, 24 e 5h antes da coleta.

Nos animais submetidos ao estresse agudo ou repetido a coleta de sangue para a

dosagem de corticosterona foi realizada 24h. ap6s a Gltima sessdo de estresse.

3.6 DOSAGEM DE CORTICOSTERONA PLASMATICA
A determinacdo da concentracdo de corticosterona plasmatica foi feita pelo método
fluorimétrico de GUILLEMIN et al. (1959) o qual baseia-se na fluorescéncia da corticosterona

em &cido sulfirico. Para a execu¢do do método, tem-se como solugdo padrdo 1 mg de
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corticosterona dissolvida em 10 mL de etanol absoluto. Em relagdo as amostras dos animais,
200 pL de plasma foram acrescidos em 6 mL de diclorometano, com posterior agitacdo €
aspiracdo da fase superior, possibilitando a particdo e extracdo da corticosterona. Apos isso,
500 uL de NaOH 0,1 N foram adicionados a amostra para lavagem, seguido por agitacao e
aspiracdo da fase superior; apos, 500 uL de agua destilada foram adicionados, fez-se agitagéo.
Como branco, apenas 4mL de diclorometano foram utilizados. Na segunda etapa do método, 5,
10 e 20 pL de solugdo “working” (0,5 mL de solucdo padréo e etanol) foram adicionados ao
tubo da solugédo padrdo e 1 mL de (H2SO4: Etanol) foi acrescido a todos os tubos para uma
segunda extracdo, seguido por agitacdo e repouso de 20 minutos. A leitura foi feita em
fluorimetro, com excitacdo 477 nm, emissdo 520 nm e sensibilidade 11. Os valores da

concentragao plasmatica de corticosterona obtidos foram expressos em pg.dL™.

3.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.7.1 Avaliacdo da administracdo repetida de AF no comportamento dos animais submetidos
ao teste LCE e CA

Esse protocolo teve como objetivo avaliar se a administracdo sistémica repetida de AF
influenciaria nos comportamentos observados nos animais durante a exposi¢do ao LCE e ao
CA. Dessa forma, os animais foram divididos em grupo controle (NaCl 0,9%) e grupo tratado
com AF nas doses de 2,5, 5, 10 ou 50 mg de AF i.p (MATTE et al., 2006) para construcéo da
curva dose-resposta. Cada animal recebeu a mesma dose de AF durante trés dias consecutivos,
48h, 24h e 5h antes dos testes comportamentais.

3.7.2 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de corticosterona ap6s administracdo repetidas
de AF

Esse protocolo teve como objetivo avaliar se a administracdo de AF interferiria com os
niveis plasmaticos de corticosterona, a dose foi escolhida com base nos resultados dos
experimentos comportamentais prévios. Dessa forma, os animais foram divididos em grupo
controle (NaCl 0,9%) e grupo tratado com AF na dose de 5 mg de AF i.p 48, 24 e 5h antes da

coleta.
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3.7.3 Auvaliacdo da administragdo Unica de acido folico no comportamento dos animais
submetidos ao teste LCE e CA.

Esse protocolo teve como objetivo avaliar se a administracdo Unica sistémica de AF
influenciaria nos comportamentos observados nos animais durante a exposicao ao LCE e ao
CA. Dessa forma, os animais foram divididos em grupo controle (NaCl 0,9%) e grupo tratado
com AF nas doses de 5 mg ou 50 mg de AF i.p (MATTE et al., 2006) 1h antes dos testes
comportamentais de ansiedade (BROCARDO et al., 2008b).

3.7.4 Efeito comportamental tardio do estresse de restricdo agudo em animais expostos ao
LCE eao CA

O protocolo teve como objetivo avaliar se o estresse de restricdo agudo modificaria o
comportamento dos animais expostos ao LCE e CA 24h. ap6s o término do estresse. Assim, 0s
animais foram divididos em grupo estresse agudo, animais que foram submetidos a apenas uma
sessdo de estresse por 2h. e avaliados no LCE e CA 24h. apds; e grupo nao estressado, animais

gue ndo passaram pelo protocolo de estresse de restricdo agudo.

3.7.5 Efeito comportamental tardio do estresse de restricdo repetido em animais expostos ao
LCE eao CA

O protocolo teve como objetivo avaliar se o estresse de restricdo repetido modificaria o
comportamento dos animais expostos ao LCE e CA 24h. ap6s o término do estresse. Assim, 0s
animais foram divididos em grupo estresse repetido, animais que foram submetidos a sessédo de
estresse por 2h/dia durante 14 dias consecutivos e avaliados no LCE e CA 24h. apds a ultima
sessdo de estresse; e grupo nao estressado, animais que ndo passaram pelo protocolo de estresse

de restricao repetido.

3.8.6 Efeito tardio do estresse de restricdo agudo e repetido na concentracdo plasmatica de
corticosterona.

O protocolo teve como objetivo avaliar se 0 estresse de restricdo agudo ou repetido
modificaria a concentracdo plasmaético de corticosterona 24h. apds o término do estresse.
Assim, os animais foram divididos em grupo estresse de restri¢cdo agudo (animais que passaram
por uma unica sessdo de estresse de 2h), estresse de restricdo repetido (animais que foram
submetidos a sessdo de estresse por 2h/dia durante 14 dias consecutivos) e ndo estressado

(animais que ndo passaram pelo protocolo de estresse) e, 24h. ap6s a Gltima sessdo de estresse,
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os animais foram decapitados por guilhotina para coleta do sangue e posterior dosagem de

corticosterona plasmatica.

3.8.7 Efeito do &cido folico no comportamento de ansiedade-simile causado pelo estresse de
restri¢cdo agudo.

O objetivo foi verificar se a administragcdo sistémica repetida de AF modificaria a
resposta ansiogénica-simile causada pela exposicdo prévia ao estresse de restricdo agudo.
Dessa forma, os animais receberam AF (2,5, 5, 10 e 50 mg/Kg, i.p.) durante trés dias
consecutivos (48h, 24h, 5h antes dos testes comportamentais) ou salina (NaCl 0,9%). Todos os

animais passaram pelo estresse de restricdo agudo 24h. antes do teste comportamental.

3.8 ANALISE DOS DADOS

Para o teste no LCE, a porcentagem de entradas de bracos abertos (100 x abertas/totais)
e de tempo gasto nos bracos abertos (100 x aberto/(aberto+fechado), bem como o nimero de
entradas de bracos fechados no LCE foram calculados.

O software GraphPrim 6.0 foi utilizado para analise estatistica dos dados. Os resultados
do LCE e CA foram submetidos a uma analise descritiva na qual foi avaliada a normalidade e
homogeneidade de variancia dos dados. Os dados foram analisados através de testes estatisticos
ndo paramétricos Kruskal-Wallis (KW) seguido pelo pos teste de Dunn’s ou Mann. Todos os
dados sdo expressos como Mediana (minimo-maximo), foi adotado o nivel de significancia de
5%.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA ADMINISTRAGAO REPETIDA DE AF NO COMPORTAMENTO DOS ANIMAIS
SUBMETIDOS AO TESTE DO LCE ENO CA

A administracdo de AF nas doses de 2,5, 5, 10 ou 50 mg/Kg i.p. 48, 24 e 5h antes do
teste do LCE ndo causou mudangcas significativas na porcentagem de entrada [CTR: 25 (0 —
46,7); AF 2,5: 25 (0 — 45); AF 5: 28,5 (14,3 — 54,55); AF 10: 25 (16,6 — 50); AF 50: 11,1 (0 -
27,2); KW= 9,4; p= 0,05; Figura 6 A] e na frenquéncia de entrada nos bracos fechados [CTR:
7(3-9); AF25:6(1-11); AF5:5(4-8); AF 10: 9 (6 —14); AF50: 8 (1-9); KW=6,4; p=
0,16; Figura 6 B], no entanto, a dose de 50 mg/Kg causou uma diminui¢do no tempo gasto nos
bracos abertos quando comparado ao grupo controle [CTR: 10,1 (0 — 29,4); AF 2,5: 4,9 (0 —
31); AF 5: 8,1 (2,6 — 20,3); AF 10: 13,7 (4,1 — 43); AF 50: 0,5 (0 — 10,1); KW= 10,1; p= 0,03;
Figura 6 C].

No CA, a administracdo de AF 5 mg/Kg causou uma diminui¢cdo no tempo gasto na
regido central em relacdo ao controle [CTR: 24 (3 - 30); AF 2,5: 11 (3,8 - 18,6); AF5:7,2 (1,3
—10,1); AF 10: 9,5 (3,7 — 15,5); AF 50: 17 (7,5 — 46,4); KW= 28,1; p= 0,0001; Figura 7 A]. A
dose de 50 mg/Kg de AF reduziu o namero total de linhas cruzadas quando comparado ao
controle, [CTR: 78 (51 — 131); AF 2,5: 60 (38 — 89); AF 5: 58 (35— 93); AF 10: 65 (39 — 84);
AF 50: 53 (22 — 68); KW=19,7; p= 0,04; Figura 7 B].
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Figura 8. Efeito da administracdo de &cido fdlico 45, 24 e 5h antes do LCE.
Em (A) a porcentagemdas entradas nos bracos abertos, (B) a porcentagem de tempo nos bragos
abertos e (C) o nimero total de entradas dos animais nos bracos fechados do LCE. AF= Acido
folico; BA= Bragos abertos; CTR= Controle (CTRn=9; AF2,5n=8; AF5n=9; AF10n=7;
AF 50 n=9) . Kruskall-Wallis dados expressos como mediana (minimo-maximo); * p<0,05
comparado ao controle.
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Figura 9. Efeito da administracdo de acido folico 45, 24 e 5h antes do CA. A figura (A)
mostra a porcentagem do tempo gasto no centro. A figura (B) mostra o nimero total de
cruzamentos. AF= Acido fdlico; CTR= Controle (CTR, n=9; AF 2,5 n= 8; AF 5 n=9; AF 10
n=7; AF 50 n= 9). Kruskall-Wallis dados expressos como mediana (minimo-méaximo); *
p<0,05 comparado ao controle.
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4.2 EFEITO DA ADMINISTRACAO REPETIDADE DE AF 5 MG/KG NA CONCENTRAGCAO
PLASMATICA DE CORTICOSTERONA.

A administracdo repetidade de AF na dose de 5 mg/Kg i.p. (48, 24 e 5h antes da coleta)
ndo alterou a concentracdo plasmatica de corticosterona comparado ao grupo controle [CTR: 2
(1-3); AF 5: 3 (2-5); Mann-Whitney teste= 4; p=0,1; Figura 8).
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Figura 10. Efeito da administracéo repetidade de AF 5 mg/Kg na concentragao plasmatica
de corticosterona. CTR= Controle; AF= Acido félico; CTR= Controle (CTR n=5; AF 5 n=
5) Mann-Whitney; dados expressos como mediana (minimo-méaximo) p>0,05.

4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE DOSE UNICA DE AF EM RATOS SUBMETIDOS AO LCE E CA.

A administracdo de AF 5 mg/Kg ou 50 mg/Kg 1h antes do LCE ndo causou mudancas
significativas na porcentagem de entrada [CTR: 25 (0 — 38); AF 5: 14,3 (0 — 20); AF 50: 33 (0
—55,5); KW= 3,3; p=0,1; Figura 9 A] e no tempo gasto nos bragos abertos [CTR: 9,9 (0 — 21);
AF 5: 1,9 (0 — 12); AF 50: 19,7 (0 — 35,7); KW= 2,4; p= 0,2; Figura 9 B]. A dose de AF
5mg/Kg diminuiu o nimero de entradas nos bracos fechados [CTR: 8 (7 — 11); AF 5: 6 (2 — 8);
AF 50: 6 (4 —8); KW= 8,5; p=0,008; Figura 9 C] quando comparado ao grupo controle.

No CA, a administragdo de AF 5 mg/Kg ou 50 mg/Kg ndo causou mudancas
significativas no tempo gasto no centro do aparato [CTR: 9,9 (0 — 21); AF 5: 1,9 (0 — 12); AF
50: 19,7 (0-35,7); KW= 2,4; p=0,2; 99; Figura 10 A]; mas, o nimero total de linhas cruzadas
pelo animal foi reduzido na dose de AF 5mg/Kg em relagdo ao controle, e na dose de 50mg/Kg
em relacdo ao grupo AF 5 mg/Kg [CTR: 83 (58 — 98); AF 5: 34 (24 — 50); AF 50: 69 (38 —
101); KW= 13,6; p= 0,001; Figura 10 B].
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Figura 11. Efeito da administracéo de dose Unica de acido félico 5 ou 50 mg/Kg 1h antes
do LCE. Afigura (A) indica a porcentagem das entradas, (B) o tempo gasto nos bracos abertos
e (C) o nimero total de entradas nos bragos fechados do LCE. AF= Acido félico; BA= Bragos
abertos; CTR= Controle (CTR n=7; AF 5 n= 6; AF 50 n=9). Kruskall-Wallis dados expressos
como mediana (minimo-méximo); * p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 12. Efeito da administragcdo de dose Unica de acido folico 1h antes do CA.
A figura (A) indica a porcentagem do tempo gasto no centro do CA. A figura (B) indica o
nimero total de cruzamentos. AF= Acido f6lico; CTR= Controle (CTR n=7; AF 5 n= 6; AF
50 n= 9). Kruskall-Wallis dados expressos como mediana (minimo-méaximo); **p<0,05
*comparado ao grupo controle, # comparado ao grupo AF 5.

4.4 EFEITO COMPORTAMENTAL TARDIO DO ESTRESSE DE RESTRICAO AGUDO EM ANIMAIS
EXPOSTOS AO LCE E AO CA.
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O estresse agudo de restricdo causou efeito comportamental nos animais expostos ao
LCE 24h ap0s o estresse caraterizado por uma diminuicdo na frequéncia [CTR: 28,6 (22,2 —
46,7); ESTA: 0 (0,0-30); p=0,03; Figura 11 A] e no tempo de permanéncia nos bracos abertos
do LCE [CTR: 11,7 (3,3 — 25,4); ESTA: 0 (0,0 — 10,9); p= 0,01; Figura 11 B] . N&o houve
diferenca na frequéncia nos bragos fechados em relacdo ao controle [CTR: 7 (3—10); ESTA: 5
(1-8); p=0,11; Figura 11 C]. No CA, observamos diminuig&o significativa no tempo gasto no
centro do aparato [CTR: 15,5 (7,2 — 40,8); ESTA: 7,9 (1,2 — 20,9); p= 0,01; Figura 12 A] do
grupo estresse em relacdo ao grupo controle, sem alteracdo no nimero total de cruzamento
[CTR: 75 (43 — 108); ESTA: 66 (25 — 113); p= 0,7; Figura 12 B].
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Figura 13. Efeito do estresse agudo em ratos submetidos ao LCE. A figura (A) indica a
porcentagem das entradas nos bracgos abertos, (B) o tempo gasto nos bracos abertos e (C) o
namero total de entradas nos bragos fechados do LCE. BA= Bragos abertos; CTR= Controle;
ESTA= Estresse Agudo; (CTR n= 9 ; ESTA n= 9). Mann-Whitney; dados expressos como
mediana (minimo-méaximo); *p<0,05.
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Figura 14. O Efeito do estresse agudo em ratos submetidos ao CA. A figura (A) indica a
porcentagem do tempo gasto no centro do CA. A figura (B) indica o nimero total de
cruzamentos. ESTA= Estresse Agudo; CTR= Controle (CTR n= 9; ESTA n= 9). Mann-
Whitney; dados expressos como mediana (minimo-méaximo); *p<0,05.

4.5  EFEITO COMPORTAMENTAL TARDIO DO ESTRESSE DE RESTRIGAO REPETIDO EM ANIMAIS
EXPOSTOS AO LCE E AO CA.

O estresse de restricdo de 2h durante 14 dias ndo alterou 0 comportamento dos animais
submetidos ao LCE. Néao foram observadas alteraces na frequéncia [CTR: 30,9 (0 — 41,1);
ESTR: 24,7 (0,0 — 36,3); p= 0,6; Figura 13 A] e tempo no brago aberto [CTR: 7,3 (0 — 23,8);
ESTR: 11,1(0,0 — 30); p= 0,8; Figura 13 B], bem como, na frequéncia nos bragos fechados
[CTR: 4,5 (2-10); ESTR: 7 (4 —9); p=0,5; Figura 13 C], em relagdo ao grupo controle.

No CA, ndo foram observadas diferencas significativas no tempo gasto no centro [CTR:
12,1 (4,5-16); ESTR: 15,8 (5,9 — 35,6); p=0,3; Figura 14 A] e no nimero total de cruzamento
[CTR: 59,5 (51 — 72); ESTR: 53 (24 — 60); p= 0,2; Figura 14 B] dos animais estressados

comparado ao grupo controle.
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Figura 15. Efeito do estresse repetido em ratos submetidos ao LCE. A figura (A) indica a
porcentagem das entradas nos bragos abertos, (B) o tempo gasto nos bracos abertos e (C) o
numero total de entradas nos bracos fechados do LCE. BA= Bracos abertos; CTR= Controle
ESTA= Estresse Agudo; (CTR n= 6; ESTA n= 6). Mann-Whitney; dados expressos como
mediana (minimo-maximo) p>0,05.
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Figura 16. O Efeito do estresse repetido em ratos submetidos ao CA. A figura (A) indica
a porcentagem do tempo gasto no centro do CA. A figura (B) indica o numero total de
cruzamentos. ESTA= Estresse Agudo; CTR= Controle (CTR n= 6; ESTR n= 5). Mann-
Whitney; dados expressos como mediana (minimo-méaximo); p>0,05.
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46  EFEITO TARDIO DO ESTRESSE DE RESTRIGAO AGUDO E REPETIDO NA CONCENTRAGAO
PLASMATICA DE CORTICOSTERONA

Né&o foi observada diferenca na concentracao plasmatica de corticosterona dos animais
24h apos o término do estresse agudo ou repetido quando comparado ao grupo controle [CTR:
2(2-5); ESTA: 2 (1-4); ESTR: 2 (1 -4); KW=1,2; p=0,5; Figura 15].
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Figura 17. Efeito tardio do estresse na concentracdo plasmatica de corticosterona. CTR=
Controle; ESTA= estresse agudo; ESTR= estresse repetido; (CTR n=5; ESTAn=5; ESTR
n=5) Kruskall-Wallis; dados expressos como mediana (minimo-méaximo); p>0,05.

4.7 EFEITO DA ADMINISTRAGCAO REPETIDA DE AF EM RATOS SUBMETIDOS PREVIAMENTE AO
ESTRESSE AGUDO DE RESTRIGAO.

O AF nas doses de 2,5, 5, 10 ou 50 mg/Kg i.p. 48, 24 e 5h antes do LCE néo interferiu
na porcentagem de entrada [CTR: 30,9 (0 —41,1); ESTR: 24,7 (13,6 — 36,3); Figura 16 A] e no
tempo gasto nos bracos abertos [CTR: 7,3 (0 — 23,8); ESTR: 11,1 (0 — 20,8); Figura 16 B],
assim como, nas entradas dos bragos fechados [CTR: 4,5 (2 — 10); ESTR: 7 (4 — 9); Figura 16
C] comparados ao grupo controle.

No CA, também ndo foram observadas mudancas significativas no tempo gasto no
centro do aparato [CTR: 12,1 (4,6 — 16); ESTR: 15,8 (5,9 — 35,6); Figura 17 A] e no nimero
total de cruzamentos [CTR: 59,5 (51 — 72); ESTR: 53 (24 — 60); Figura 17 B].
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Figura 18. Efeito da administracdo de acido félico 45, 24 e 5h antes do LCE em ratos
previamente estressados. A figura (A) indica a porcentagem das entradas, (B) o tempo gasto
nos bracos abertos e (C) o nimero total de entradas nos bracos fechados. AF= Acido félico;
BA= Bracos abertos; CTR= Controle (CTR n=9; AF 5n=8; AF 10 n=8; AF 50 n=8). Kruskall-
Wallis dados expressos como mediana (minimo-méximo); p>0,05 comparado ao controle.
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Figura 19. Efeito da administracdo de &cido fdlico 45, 24 e 5h antes do CA em ratos
previamente estressados. A figura (A) mostra a porcentagem do tempo gasto no centro. A
figura (B) mostra o niimero total de cruzamentos. AF= Acido félico; CTR= Controle (CTR n=
8; AF5n=9; AF 10=9; AF 50 n=7). Kruskall-Wallis dados expressos como mediana (minimo-
maximo); p>0,05 comparado ao controle.
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5 DISCUSSAO

A administracdo repetida de AF na dose de 50mg/Kg diminuiu o tempo despendido nos
bracos abertos do LCE sem alterar a frequéncia dos bragos fechados, no entanto, quando esses
animais foram submetidos ao CA apresentaram uma diminuicdo no numero total de
cruzamentos, o que indica que o comportamento observado no LCE seja devido a uma alteragéo
na atividade locomotora causada pelo AF. No CA a dose de AF 5mg/Kg diminuiu o tempo em
gue 0s animais permaneceram na regido central do aparato sem alterar o nimero total de
cruzamentos, o que indica um comportamento ansiogénico desprovido de alteragdo locomotora.

Com base no efeito ansiogénico verificamos a concentracdo plasmaética de
corticosterona 5h ap6s a Gltima administracdo da dose de AF 5mg/Kg e vimos que ndo houve
diferenca entre 0s grupos, 0 que nos sugere que 0 comportamento ansioso observado seja
devido a outros mecanismos ou que uma adaptacao do eixo HPA tenha ocorrido em menos de
5h apds a administracdo de AF.

Sabe-se que ambos os testes respondem a drogas ansioliticas e ansiogénicas (PELLOW;
FILE, 1986b; PRUT; BELZUNG, 2003), no entanto, vimos uma resposta ansiogénica apenas
no CA. ANCHAN et al., (2014) também observou resposta comportamental somente em um
dos testes, fémeas ovarectomizadas e tratadas com G-1 (agonista seletivo de receptor de
estrogénio, GPR30) tiveram efeito ansiolitico no CA, sem alteracdo comportamental durante
exposicdo ao LCE o que aponta para diferente sensibilidade dos testes.

A existéncia da plataformal central do LCE e a oportunidade de escolha que esse aparato
oferece entre as areas protegidas e desprotegidas pode contribuir para a diversidade
comportamental entre os modelos (DE LACERDA, 2006).

Além disto, uma anélise fatorial mostrou que a locomogdo central no CA néo foi
associada a nenhuma das variaveis do LCE como tempo e frequéncia no brago aberto e
frequéncia no braco fechado (RAMOS et al., 1998). Este resultado apoia a idéia de que os
varios modelos etoldgicos de ansiedade ndo sdo uma entidade unidimensional, e que apesar de
sua semelhanca, refletem diferentes aspectos da emotividade o que vai de encontro a natureza
multifatorial da ansiedade clinica (LACERDA, 2006; RAMOS, 2008).

Nosso trabalho é o primeiro a avaliar o efeito do AF durante a vida adulta nos testes
de LCE e CA. Camundongos expostos a dieta AF (4 mg/kg ou 0,4 mg/kg) durante a gestagédo

ou pos-desmame, ndo tiveram diferenca no percentual de tempo e entrada dos bragos abertos
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no LCE quando adultos, mas no CA foi observado uma hiperatividade no inicio do teste
(BARUA et al., 2014).

Em individuos saudaveis o AF administrado nas doses de 10 mg e 20 mg nao causou
melhora na avaliacdo de humor feito pela escala de afeto positivo e negativo (WILLIAMS et
al., 2005). No entanto, evidéncias relatam o papel benéfico do AF na depressdo, patologia que
tém alta comorbidade com a ansiedade (BROCARDO et al., 2008b; KESSLER; GRUBER,
2008). Sabe-se que o AF pode potencializar o efeito de medicamentos antidepressivos, apds 6
semanas de tratamento com fluoxetina combinada com AF os pacientes tiveram uma melhor
resposta na Escala de Depressdo de Hamilton comparado aos pacientes que receberam
fluoxetina e placebo (COPPEN; BAILEY, 2000; RESLER et al., 2008).

Em modelo animal, a administracéo Unica de AF sistémicamente ou intra septo lateral
causou comportamento semelhante ao antidepressivo no teste de natacao forcada e no teste de
suspensdo da cauda (BROCARDO et al., 2008b; MOLINA-HERNANDEZ et al., 2012).

A diferenca de efetividade do AF na patologia de ansiedade e depressdo pode estar
associada as diferentes vias neurais que modulam estas psicopatologias. Enquanto os nucleos
septais laterais e nucleo mediano da rafe estdo associados a depressao (GRAEFF et al., 1996;
MOLINA-HERNANDEZ et al., 2012), o cortex frontal, septo-hipocampal, a amigdala e SCP
tem sido implicado na neurobiologia da ansiedade (CANTERAS; GRAEFF, 2014;
MCNAUGHTON; GRAY, 2000).

Em um terceiro momento verificamos se a Unica administracao de AF poderia modular
o comportamental no LCE e CA e observamos que o AF ndo causou altera¢do nas respostas
relacionadas a ansiedade e nenhum dos testes, 0 que nos indica que sdo necessarias
administracdes repetidas para observarmos um efeito comportamental. Os mecanismos
subjacentes a esse fendmeno sao desconhecidos, no entanto, mudancgas moleculares no sistema
nervoso central sdo provavelmente necessarias para o seu desenvolvimento.

Na dose Unica de AF 5 mg/Kg foi observada diminui¢do no nimero total de cruzamentos
no CA, que esta relacionada a uma alteracdo na atividade motora. Sedativos e relaxantes
musculares sdo conhecidos por reduzirem a atividade locomotora no CA (MATAQUEIRO et
al., 2004; OH et al., 2019).

Sabe-se que o AF é um importante cofator da via de biossintese da SAM, principal
doador do radical metila (CH3) para o processo de metilagio do DNA (GOMES; PELOSI,

2013), um importante mecanismo epigenético. Desta forma, ao induzir a hipermetilacdo de
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regides promotoras, ricas em dinucleotideos CsG, pode causar o silenciamento da transcrigéo
génica (BOTTIGLIERI et al., 2000).

Aumento da metilacdo de DNA em estruturas enceféalicas como hipocampo,
hipotalamo e substancia cinzenta periaquedutal dorsal foram observadas apds tratamento com
AF (TOFFOLI et al., 2014). Amostra de estudo clinico de pacientes com sintomas de ansiedade
mostrou um aumento da metilacdo global de DNA (EMENY et al., 2017). Além disto,
mecanismos epigenéticos podem ser associados a alteragdo na expressdo genica de DNMTSs no
cortéx de vitimas de suicidio (POULTER et al., 2008). Diante disso, é possivel que o AF exerca
seu papel modulatorio na ansiedade através dos mecanismos epigenéticos; entretanto, outros

estudos sao necessarios para confirmar essa hipotese.

Além da sua participacdo na metilagdo do DNA, o AF é importante para a biossintese
de catecolaminas; assim, outro possivel mecanismo pode ser a ligagdo entre o metabolismo do
folato e da tetraidrobiopterina, um cofator necessario na sintese do triptofano, da tirosina
hidroxilase e da NO-sintase, que determinam a producdo de serotonina, dopamina e éxido
nitrico, neuromoduladores implicados na génese do transtorno de ansiedade (BOTTIGLIERI et
al., 2000).

A administracdo de AF restaurou a concentracao de serotonina em ratos previamente
estressados (GAO et al., 2017). E pertinente a idéia de que o AF possa ter causado alteracoes
comportamentais através de alteracdes neuroquimicas, no entanto, mais estudos sdo necessarios

para confirmar esta hipdtese.

Do ponto de vista translacional, o fato da administracdo sistémica de 3 doses de AF ndo
apresentar efeitos benéficos na terapia de ansiedade questiona o risco do seu Uso excessivo.
Com o inicio da fortificacdo com AF no Brasil, a partir de 2004, a populacdo passou a estar
exposta de modo compulsério a maiores quantidades desta vitamina, concentracfes de folato
superiores a 45 nmol/L sdo consideras suprafisioldgicas e apds o periodo de fortificacdo de
farinhas, tais concentracdes foram observadas em 23% da populagéo norte-americana (SMITH;
KIM; REFSUM, 2008). Neste sentido, varios paises tem discutido o risco do aparecimento de
concentragdes elevadas no organismo.

Ainda no presente trabalho, a exposicao a situacao de estresse agudo induziu diminuigéo
na atividade exploratéria dos bracos abertos do LCE, assim como, diminuicdo no tempo gasto
no centro do CA pelos animais 0 que caracteriza uma resposta semelhante a ansiedade, sem

alteracdo na atividade locomotora.
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Esses resultados corroboram com dados prévios da literatura que demonstram que o
estresse de restricdo de 2h causa um efeito ansiogénico-simile em ambos os testes, LCE e CA
(CARLI; PRONTERA; SAMANIN, 1989; LEE et al., 2012).

Nossos achados apoiam a idéia de que experiéncias estressantes prévias podem
aumentar a ansiedade quando o animal é confrontado com uma nova situacdo ameacadora,
representada pelo aspecto inovador do LCE e CA (CAMPOS et al., 2013; MASOOQD et al.,
2003).

Com relacdo ao estrese de restricdo repetido, nenhuma mudanca na atividade
exploratoria do LCE ou CA foram identificadas. Estudos anteriores também ndo identificaram
alteracdes no LCE e CA em ratos submetidos ao estresse repetido sugerindo o desenvolvimento
de tolerancia/habituacio desses animais (DUBOVICKY; JEZOVA, 2004; DUNCKO et al.,
2001; PADOVAN; GUIMARAES, 2000; VYAS; CHATTARJI, 2004).

A habituacdo é uma forma de aprendizagem néo associativa simples, na qual o volume
da resposta a um estimulo especifico diminui com a exposi¢do repetida a esse estimulo.
Representa um mecanismo compensatorio que atenua os efeitos deletérios do estresse repetido
e tenta manter a homeostase do organismo (RANKIN et al., 2009).

Adaptacdo a estimulos estressantes pode envolver a agdo do sistema serotonérgico como
sugerido por DEAKIN E GRAEFF (1991) onde a via prosencefélica que conecta o ndcleo
mediano da rafe ao hipocampo modularia respostas desencadeadas por eventos aversivos
repetidos aumentando a tolerancia ou resisténcia ao estresse cronico. Nesse sentido, lesdes
neurotoxicas dos neurdnios serotoninérgicos que surgem do ndcleo mediano da rafe e que se
projetam para o hipocampo dorsal atenuam os efeitos do estresse agudo, a0 mesmo tempo em
que dificultam o desenvolvimento da tolerancia a exposicdo cronica (SILVA; CARVALHO;
PADOVAN, 2016).

No entanto, os resultados relativos ao estresse crénico sdo conflitantes, com relatos de
nenhuma mudanc¢a ou atividade comportamental reduzida (KIM; LEEM, 2014; LEE et al.,
2012; VYAS; CHATTARII, 2004). Em camundongo, o estresse durante 14 dias levou a uma
diminuicdo no tempo e frequéncia do braco aberto do LCE, um efeito ansiogenico-simile (KIM;
LEEM, 2014; LEE et al., 2012). Um efeito ansiogénico também foi relatado frente a exposicéo
do modelo de estresse cronico de imobilizagdo (VYAS; CHATTARIJI, 2004).

Uma possivel explicacdo para os diferentes resultados € que a espécie, quantidade e
duracdo dos estimulos estressantes sdo determinantes para que o estresse cronico influencie na
resposta comportamental dos animais a novos ambientes. Sendo assim, a metodologia aplicada

ndo representa um fator de risco para alteragdes permanentes nos processos de habituacéo.
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Né&o observamos diferenca significativa nas concentragdes tardias de corticosterona no
grupo estresse agudo e estresse repetido em relagdo ao grupo controle, o que sugere uma
adaptacdo do eixo HPA em menos de 24h apds o estresse, a0 mesmo tempo em gue o estresse
agudo provoca um aumento na sensibilidade das respostas aversivas a ambientes novos.

Corroborando com nossos resultados, um estudo temporal dos niveis plasmaticos de
corticosterona revelou que a elevagdo dos niveis plasméticos deste horménio causado pelo
estresse agudo, subcronico e crénico foram mantidos por 5h e entdo reduziam (DE KLOET;
KARST; JOELS, 2008). Porém, outro estudo mostrou que a concentragio de corticosterona se
manteve aumentada mesmo 24h apos o estresse agudo (CARDA et al., 2015).

Quanto ao estresse cronico, estudos anteriores também ndo identificaram mudangas na
secre¢do basal de corticosterona (LEE et al., 2012; SANDI et al., 2001).

Por fim, a administracdo de AF em ratos submetidos ao estresse agudo de restricdo ndo
alterou o tempo de permanéncia e frequéncia de entradas nos bragos abertos e frequéncia no
brago fechado em ratos submetidos ao LCE. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
no tempo gasto na regido central e no total de cruzamentos analisados no CA.

Sabe-se que a exposicdo ao estresse pode induzir a alteracdes neuronais como atrofia e
remodelacdo dendritica, e alteracbes moleculares como aumento da expressdo do gene BDNF
e hipometilacdo do DNA (RAO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; VYAS et al., 2002).
Complementarmente, 0 AF é capaz de gerar respostas proliferativas das células-tronco neurais,
gue desempenha um papel critico no desenvolvimento, funcéo e reparo do sistema nervoso
central, através de DNMT (LI et al., 2013). Assim como, induzir ao aumento na metilacdo do
DNA. Contudo, em nosso modelo experimental o AF ndo foi capaz de alterar as alteragdes
comportamentais induzidas pelo estresse de restricao.

Ratos submetidos ao estresse cronico variavel mostraram uma diminuicdo de BDNF no
cortex e hipocampo acompanhado de comportamento depressivo, o tratamento com AF reverteu
0 quadro depressivo e aumentou a concentracdo de BDNF comparado ao controle. (GAO et al.,
2017). No entanto, o AF n&o foi capaz de proteger o comprometimento cognitivo induzido pelo
estresse de retencdo (BUDNI et al., 2013).

Em suma, o presente trabalho evidenciou o efeito ansiogénico do AF nas respostas
comportamentais causadas pelo exposi¢édo do animal ao CA, alem de mostrar seu envolvimento

na modulagéo da atividade locomotora
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o AF causa um efeito ansiogénico observado no CA,
porém, ndo tem efeito sobre o comportamento de ansiedade-simile causado pela situacéo prévia
de estresse sugerindo que o AF interfere na neurobiologia da ansiedade; entretanto, outros
estudos s@o necessarios para entender quais 0s mecanismos envolvidos nessa modulacgéo e,
dessa forma, permitir o avanco no estudo de novos compostos para o tratamento da ansiedade,
assim como, de potenciais marcadores moleculares para complementar e facilitar o diagnostico

de ansiedade.
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