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RESUMO

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define depressdo como sendo “um
transtorno mental comum e caracterizado por tristeza, perda de interesse ou prazer,
sentimento de culpa ou baixa autoestima, distarbios do sono ou do apetite, sensacao de
cansaco e falta de concentragcao”. A depressao incapacita o individuo doente, na medida
em que ele passa a ver limitada sua condicao de vida diaria, diminuindo, inclusive, sua
capacidade de estudar e/ou de ser ativo economicamente (WHO, 2015). Alguns
estudos sugerem que a deficiéncia de vitamina B, (cobalamina), muito frequente em
idosos longevos, esta relacionada a quadros depressivos (GERZSON, 2009).
Disfungfes neuroldgicas isoladas podem ser o resultado clinico da deficiéncia cronica
de vitamina B12, mesmo sem nenhum sinal de anemia (PANIZ et al., 2005). A
deficiéncia de vitamina Bi2 pode ser induzida em ratos pela adicdo de pectina a dieta,
pois se complexa a vitamina B12 no intestino e interfere na circulagdo entero-hepética, o
gue reduz a sua biodisponibilidade (CULLEN, OACE, 1989). O propésito deste estudo
€ observar se a dieta adicionada de 5% pectina em ratas fémeas jovens produz
comportamento do tipo depressivo mensurado pelo teste do nado forgado. Além disso,
pretende-se ampliar os testes comportamentais. Além do nado for¢ado, outros testes
sdo propostos para confirmar os efeitos da deficiéncia de vitamina B12 sobre o
comportamento dos tipos depressivo, ansioso, atividade locomotora e aprendizagem e

memoria.
Palavras-chave: Vitamina Bi.. Dieta. Testes comportamentais.
ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) defines depression as "a common
mental disorder characterized by sadness, loss of interest or pleasure, guilt or low self-
esteem, sleep or appetite disorders, tiredness and lack of concentration”. Depression
incapacitates the sick individual as they become limited in their daily living conditions,
even reducing their ability to study and / or to be economically active (WHO, 2015).
Some studies suggest that vitamin B12 deficiency (cobalamin), which is very common
in the elderly, is related to depressive symptoms (GERZSON, 2009). Isolated
neurological dysfunctions may be the clinical result of chronic vitamin B12 deficiency,

even without any signs of anemia (PANIZ et al., 2005). Vitamin B12 deficiency can be
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induced in rats by the addition of pectin to the diet, since vitamin B12 in the gut
complexes and interferes with the enterohepatic circulation, which reduces its
bioavailability (CULLEN, OACE, 1989). The purpose of this study is to observe whether
the diet added of 5% pectin in young female rats produces depressive behavior
measured by the forced swimming test. In addition, it is intended to broaden the
behavioral tests. In addition to forced swimming, other tests are proposed to confirm
the effects of vitamin B12 deficiency on the behavior of depressive, anxious, locomotor

activity, and learning and memory types.

Keywords: Bizvitamin. Diet. Behavioral tests.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define depressdo como sendo “um
transtorno mental comum e caracterizado por tristeza, perda de interesse ou prazer,
sentimento de culpa ou baixa autoestima, disturbios do sono ou do apetite, sensacédo de
cansaco e falta de concentracdo”. A depresséao incapacita o individuo doente, na medida
em que ele passa a ver limitada sua condicdo de vida diaria, diminuindo, inclusive, sua
capacidade de estudar e/ou de ser ativo economicamente (WHO, 2015).

O “World Mental Health Survey Iniciative” (WMHSI) foi um inquérito epidemiolégico
de larga escala, desenvolvido pela OMS, que abrangeu 18 paises e mostrou que a taxa
média de prevaléncia da depressao é de 14,6% nos 10 paises de alta renda analisados
(Alemanha, Bélgica, Espanha, Franca, Israel, Itdlia, Holanda, Nova Zelandia, Japé&o e
Estados Unidos) e de 11,1% nos 8 paises de média e baixa renda que participaram do
projeto (Brasil, Coldmbia, México, Libano, Africa do Sul, Ucrania, india e China). No
Brasil, essa taxa ficou em 18,4% (HARVARD, 2005; COSTA, MAGALHAES, 2013).
Atualmente acredita-se que a depresséo resulta da interagdo entre fatores bioldgicos,
psicologicos, ambientais e genéticos — portanto, de carater multifatorial — associados a
efeitos estressores. (SOEIRO-DE-SOUZA, VIEIRA, 2013).

Alguns estudos sugerem que a deficiéncia de vitamina Bi» (cobalamina), muito
frequente em idosos longevos, esta relacionada a quadros depressivos (GERZSON,
2009). Disfunc¢des neuroldgicas isoladas podem ser o resultado clinico da deficiéncia
cronica de vitamina B12, mesmo sem nenhum sinal de anemia (PANIZ et al., 2005).

Fabregas et al. (2011) sugeriram em seu estudo que a propriedade da vitamina B>
e do acido félico em metilar moléculas precursoras de monoaminas tais como a
serotonina, a noraderenalina e a dopamina, poderia explicar, ao menos em parte, a
fisiopatologia dos transtornos de humor associados a sua deficiéncia. Além das
monoaminas, a sintese de S-adenosil-metionina (SAM), responsavel por varias reacdes
de metilacdo no cérebro e com possiveis efeitos no humor, também depende dessas
vitaminas.

A deficiéncia de vitamina B, pode ser induzida em ratos pela adigdo de pectina a
dieta, pois se complexa a vitamina Bi> no intestino e interfere na circulacdo entero-
hepatica, o que reduz a sua biodisponibilidade (CULLEN, OACE, 1989). O estudo de
Choi et al. (2004) utilizou pectina na dieta de ratos para inducdo de deficiéncia de
vitamina Bi», com severidade insuficiente para causar anemia ou doengas. Esta

deplecdo foi capaz de gerar aberracdes em substituicdes de base e metilacdo de DNA.
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Outro estudo também utilizou dieta suplementada com 5% de pectina em ratas,
provocando a reducdo de 76% na concentracdo sérica de vitamina Bi> € um aumento
de 60% na concentragcdo de homocisteina (KUMAR et al. 2013).

Num estudo preliminar do nosso grupo de pesquisa foi observado que a dieta
adicionada de 5% pectina em ratos machos jovens produziu comportamento do tipo
depressivo mensurado pelo teste do nado forcado (resultados preliminares serdo
mostrados no final do projeto entre métodos e cronograma). O propésito da presente
proposta de estudo é confirmar se 0 mesmo resultado pode ser observado em fémeas,
com o intuito de posteriormente verificar o efeito sobre a prole. Além disso, pretende-se
ampliar os testes comportamentais. Além do nado forgado, outros testes sdo propostos
para confirmar os efeitos da deficiéncia de vitamina B12 sobre o comportamento dos
tipos depressivo, ansioso, atividade locomotora e aprendizagem e meméoria.

Deste modo, o presente trabalho pretende avaliar se a dieta enriquecida em pectina
para provocar deficiéncia de vitamina B12 é capaz de induzir comportamento tipo

depressivo e ansioso e afetar a atividade locomotora, aprendizagem e meméria de ratas.
2. REFERENCIAL TEORICO

O termo depressao € historicamente novo e foi usado pela primeira vez em 1680,
indicando um estado de desanimo ou perda de interesse (SOUZA; LACERDA, 2013).
Atualmente, esse termo tem sido utilizado genericamente tanto para expressar um
estado afetivo comum a vida do ser humano - a tristeza - quanto para expressar a
sindrome ou a doenca (DEL PORTO, 1999).

As relacdes estudadas entre a incapacidade sofrida em decorréncia de qualquer
doenca e o tempo de vida do individuo, revelam que a depresséo é uma das doencas
que sobressaem sob esse aspecto. E uma enfermidade duas vezes mais frequente em
mulheres adultas do que em homens (SULZBACH et al, 2013).

O “World Mental Health Survey Iniciative” (WMHSI) foi um inquérito epidemioldgico
de larga escala, desenvolvido pela OMS, que abrangeu 18 paises e mostrou que a taxa
média de prevaléncia da depressao é de 14,6% nos 10 paises de alta renda analisados
(Alemanha, Bélgica, Espanha, Franga, Israel, Itdlia, Holanda, Nova Zelandia, Japéo e
Estados Unidos) e de 11,1% nos 8 paises de média e baixa renda que participaram do
projeto (Brasil, Coldmbia, México, Libano, Africa do Sul, Ucrania, india e China). No
Brasil, essa taxa ficou em 18,4% (COSTA, MAGALHAES, 2013).

Acredita-se que a depressao resulta da interacdo entre fatores biologicos,
psicolégicos, ambientais e genéticos — portanto, de carater multifatorial — associados a
efeitos estressores. Como risco ambiental entende-se o uso de substancias psicoativas

como alcool, droga, inibidores de apetite e antidepressivos, a alteracdo dos ritmos
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biol6gicos e ocorréncias de situagdes inadequadas para a idade (SOEIRO-DE-SOUZA;
VIEIRA, 2013).

De acordo com Soeiro-de-Souza e Vieira (2013), na neurobiologia da depressao
destacam-se “os achados associados a alteragdes em sistemas de neurotransmissao,
especialmente de monoaminas e, mais recentemente, os sistemas glutamérgico e
melatonérgico, além de alteragbes neuroenddcrinas centrais e periféricas, bem como
neuroimunes, com concomitantes alteracdes estruturais e bioquimicas no cérebro. Tais
alteracGes também envolvem mudancas na regulacdo de cascatas intracelulares, na
expressdo génica e em fatores neurotréficos, todos diretamente envolvidos nha
modulacéo de mecanismos neuroprotetores e de resiliéncia celular.”

Desde a década de 1960, estudos de caso-controle tém mostrado relacdo entre
folato, vitamina Bi2 e depresséo (TIEMEIER et al, 2002).

Fabregas, Vitorino e Teixeira (2011) mostram em seu estudo que: “A propriedade
da vitamina B1» e do acido félico de metilar moléculas precursoras de monoaminas como
serotonina, noradrenalina e dopamina poderia explicar, ao menos em parte, a
fisiopatologia dos transtornos do humor associados a sua deficiéncia. Além das
monoaminas, a sintese da S-adenosil-metionina (SAM), responsavel por varias reacdes
de metilacdo no cérebro e com possiveis efeitos no humor, também depende da
vitamina B12 e do acido folico.”

A metilacao da homocisteina (Hcy) rep&e os estoques de SAM quando a metionina
dietética estiver em baixas concentracdes. A SAM € o Unico doador de grupamentos
metil para numerosas reacdes de metilacdo, incluindo algumas essenciais para a
manutencdo da mielina. A deficiéncia de vitamina Bi» leva ao aumento de Hcy,
diminuicdo da SAM e consequente reducdo de importantes reacfes de transmetilacao
do organismo, provocando defeitos desmielinizantes no sistema nervoso (PARLETTA,
MILTE; MEYER, 2013).

A deficiéncia de vitamina Bi> também resulta em uma deficiéncia funcional de folato.
A deficiéncia de folato podera reduzir os ciclos de metilagdo do DNA. As concentragdes
séricas de vitamina Bi», folato e homocisteina estdo relacionadas a depresséo
(PARLETTA; MILTE; MEYER. 2013).

A deficiéncia de vitamina Bi» pode ser induzida em ratos pela adigdo de pectina
a dieta, pois se complexa a vitamina Bi2 no intestino e interfere na circulagdo entero-
hepatica reduzindo a sua biodisponibilidade (CULLEN; OACE, 1989). O estudo de Choi
et al. (2004) utilizou pectina na dieta de ratos para inducéo de deficiéncia de vitamina
Bi> com severidade insuficiente para causar anemia ou doencas. Esta deplecédo foi

capaz de gerar aberragdes em substituicoes de base e metilacdo de DNA. \
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Um estudo que também utilizou dieta suplementada com 5% de pectina em ratas
provocou reducgdo de 76% na concentracdo sérica de vitamina B12 e um aumento de
60% na concentracdo de homocisteina. A prole destas ratas apresentaram maior risco
para obesidade e doencga cardiovascular (KUMAR et al, 2013).

3. METODOLOGIA

O estudo foi conduzido dentro dos padrdes exigidos pela Declaragéo de Helsinque
e submetido ao comité de ética para uso de Animais da Universidade Presbiteriana
Mackenzie (Processo CEUA/UPM).

Utilizaram-se ratas (Rattus norvegicus, variedade Wistar) fémeas, recém-
desmamadas (45 a 50 dias), pesando aproximadamente 50g, que foram obtidas do
biotério central da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram mantidos no biotério
da Universidade Presbiteriana Mackenzie em gaiolas, a temperatura ambiente de 22°C
* 2, num ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a 4gua e a comida. Serdo
utilizadas, dependendo do grupo e fase do experimento, ragdo comercial padrédo para
ratos da marca Nuvital® ou racdo pectina composta de ragdo comercial para ratos
(Nuvital®) enriquecida com 5% de pectina (%om/m). O consumo de racéo e o peso dos
animais sdo controlados semanalmente. Os animais ficaram em adaptacdo por 7 dias
antes do inicio do experimento e distribuidos aleatoriamente em dois grupos com n=10
em cada um, denominados “Controle” e “Deprimido”.

Um esquema ilustrativo com o delineamento da parte experimental do projeto esta
nafigura 1. O experimento foi dividido em duas fases, totalizando 12 semanas de estudo
(6 semanas para cada fase). Na primeira fase do projeto, o grupo “Deprimido” foi
alimentado com ragao com pectina e o grupo “Controle” foi alimentado com racédo
padrdo. No final dessa fase, os dois grupos participaram dos testes comportamentais
descritos a seguir. Na fase 2, os grupos receberam racdo padréo. No final dessa nova

fase realizaram os testes comportamentais novamente.
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Grupo
Deprimido 1
N=10

Racdo Ragdo
Padrdo Pectina

6 semanas
Testes Comportamentais

Ragdo Ragdo
Padrdo Padrdo
y
12 semanas
Testes Comportamentais

Figura 1 — Delineamento do experimento proposto.

Testes Comportamentais

Teste do Nado Forgado (Teste de Porsolt)

De acordo com o INEC (2012) “existe a hipotese de que algumas espécies de
animais podem exibir alteragbes do comportamento depressivo, principalmente em
roedores. Em geral, 0s animais sdo expostos a um evento estressante inescapavel e
no dia seguinte o comportamento deste animal submetido ao mesmo contexto do
evento estressante é avaliado. De todos os modelos utilizados no estudo da
depressédo em roedores, o desamparo aprendido e o teste do nado forgado sdo os
mais utilizados.” Assim, os ratos foram expostos a duas sessdes de nado, com um
intervalo de 24 horas entre eles, num cilindro transparente de 27cm de didmetro e 20
cm de altura, com agua a 25°C no nivel de 13 cm. No pré-teste os animais foram
submetidos a natacao forgada durante 15 minutos, ap0s os quais cada animal foi
levado para secar na camara de aquecimento, a 32°C, por 15 minutos, e entao
voltaram para suas gaiolas (MENDES-DA-SILVA et al., 2002). No teste (vinte e quatro
horas ap0s o pré-teste), os animais retornaram ao tanque para nado por 5 minutos e
posteriormente levados a camara de aguecimento. A imobilidade comportamental, ou
tempo de desisténcia, que representa o tempo que o animal faz apenas movimentos
suficientes para manter o focinho foram da dgua (MENDES-DA-SILVA et al., 2002), foi
guantificada com o auxilio de cronémetros digitais. Todo o teste sera filmado e

analisado por 2 avaliadores diferentes.
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PROPORCAO DO TEMPO TOTAL
<)
X

0% -
SEM PECTINA COM PECTINA
GRUPOS ALIMENTARES

* p=0,025

Analise do tempo de imobilidade (periodo de desisténcia):
Houve diferenca estatisticamente significante (p=0,025) entre os grupos, o que
indica que os animais alimentados com dieta enriquecida de pectina apresentaram

comportamento do tipo depressivo (t=-2,283).

Labirinto em Cruz Elevado

Este teste tem 0 objetivo de avaliar o comportamento do tipo ansioso e atividade
locomotora. O aparato consiste de quatro bragos, sendo 2 fechados e 2 bragos abertos
elevados a 50 cm da superficie. Todos os bracos séo ligados por uma plataforma
central. Os ratos foram introduzidos na area central com a face voltada para o brago
aberto e permaneceram por 5 minutos. Foram anotados os numeros de entradas e
tempo de permanéncia em cada tipo de brago. Os dados foram comparados com
parametros previamente estabelecidos. O teste foi elaborado num ambiente escuro para
gue a luminosidade possa ser controlada (COSTA-NUNES et al., 2015). Os animais dos
diferentes grupos foram avaliados de forma alternada, e o equipamento seré limpo com
alcool 5% entre cada periodo de observacao.
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TEMPO DE PERMANENCIA NO
BRACO ABERTO

35% ~
30% -
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% -

TEMPO NO BRACO ABERTO (%)

COM PECTINA SEM PECTINA
GRUPOS ALIMENTARES

Analise da emocionalidade:
N&o houve diferenca estatisticamente significante (p=0,621) entre 0s grupos, o0 que
indica que os animais alimentados com dieta enriquecida de pectina ndo tém problema

com a emocionalidade.

Reconhecimento de Objetos

O teste tem 0 objetivo de avaliar a memoria de curto e de longo prazo. O teste se
baseia em um comportamento tipico dos roedores de quando apresentados a um
objeto familiar e ndo familiar apresentarem a tendéncia de explorarem por mais tempo
a novidade. O teste foi divido em 3 fases: treino, teste e o reteste e todos ocorreram
em uma arena de campo aberto. Antes do treino, 0s animais passaram por um periodo
habituacéo no campo aberto. Na sesséo de treino, os animais foram apresentados a
dois objetos idénticos (Al e A2) por 5 minutos, sendo 0s mesmos fixados no chéo da
arena por uma fita adesiva. O tempo de exploracdo (cheirar ou tocar os objetos) foi
avaliado. O procedimento foi repetido 3 horas ap0s o treino para avaliagdo da memoria
de curto prazo utilizando os objetos A e B e 24 horas ap0s o treino, para avaliacao da
memdria de longo prazo, utilizando os objetos A e C. Os animais dos diferentes grupos
foram avaliados de forma alternada, e o equipamento foi limpo com alcool 5% entre
cada periodo de observacéo (BEVINS; BESHEER, 2006; MOYSES, 2010).
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RELACAO PERCENTUAL ENTRE O NUMERO TOTAL
DE VISITAS AS DUAS FIGURAS COM O NUMERO
DE VISITAS A CADA UMA DAS FIGURAS
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. RESULTADO E DISCUSSAO

Labirinto em Cruz elevada
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Reconhecimento de objetos

Reconhecimento pré-teste

COMPARACAO DOS DOIS GRUPOS COM

CADA OBIJETO

60% 53% 25%
50% 47% 45%
40%
30%
20%
10%

0%

HAMB 1 HAMB 2

m SEM PECTINA = COM PECTINA

Reconhecimento 4 horas

COMPARAGAO DOS DOIS GRUPOS COM

CADA OBIJETO
80%
62%
0% 56%
44%

38%

40%
0%
SEM PECTINA COM PECTINA

EHAMB1 mCUBO

Reconhecimento 24 horas

COMPARAGAO DOS DOIS GRUPOS COM
CADA OBIJETO

53%
52%
51%
50%
49%
48%
47%
46%

52%

51%

49%
48%

SEM PECTINA COM PECTINA

mHAMB1 m MUFFIN
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o achado de que fémeas sao mais suscetiveis a depressdo em
modelo experimental (KENNETT et al., 1986) e que a depresséo € mais prevalente em
mulheres (SULZBACH et al., 2013), o presente trabalho validou e caracterizou um
modelo experimental de depressao induzido pela suposta deficiéncia de vitamina Bio,
com o diferencial de ser realizado em ratas (fémeas), favorecendo o posterior estudo de
efeitos da deficiéncia materna de vitamina Bi, e da depressao sobre a prole.

Nao foi possivel confirmar a hipétese devido a falta de financiamento para
realizar as analises de Vitamina Bi2, vitamina Bi; ativa (Holo-TC), acido félico e

homaocisteina séricos, necessitando, portanto, de novos estudos.
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