
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

BIOQUÍMICA 

 
 
 
 
 
 

 
 

Josiane Silva Silveira 

 
 
 
 
 
 

 
DIETA MATERNA DURANTE A GESTAÇÃO: IMPACTOS 

COMPORTAMENTAIS E NEUROQUÍMICOS NA PROLE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Porto Alegre  

2022



ii  

 

 
Josiane Silva Silveira 

 
 
 
 
 
 
 

DIETA MATERNA DURANTE A GESTAÇÃO: IMPACTOS COMPORTAMENTAIS 

E NEUROQUÍMICOS NA PROLE 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós- 

Graduação em Ciências Biológicas: 

Bioquímica do Instituto de Ciências Básicas 

da Saúde da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul como requisito parcial para a 

obtenção do título de doutora em 

Bioquímica. 

Orientadora: Profª Drª Angela Terezinha de 

Souza Wyse 

 
 
 
 
 
 
 
 

Porto Alegre 

2022 



iii  



iv  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

À minha família  

pelo incentivo, confiança e amor. 



v  

AGRADECIMENTOS 

À minha orientadora, professora Angela Wyse, pela oportunidade de participar 

do seu grupo, por confiar em mim e no meu trabalho, pelo comprometimento, 

paciência, ensinamentos e dedicação durante todos esses anos de orientação. Sua 

dedicação e amor à pesquisa mantêm todo o seu grupo de pesquisa motivado! 

À UFRGS, ao Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica 

pelo ensino gratuito e de qualidade. 

Aos funcionários do Departamento de Bioquímica, do biotério e da recepção. 

À professora Carmen Regla Vargas e ao professor Luis Eduardo Savio, bem 

como seus alunos pela colaboração na execução desse trabalho. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) e a 

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS) pelo 

apoio financeiro concedido.  

Aos colegas e amigos que tive a oportunidade de conviver no Laboratório 36: 

Alessandra, Agni, Ana Karla, Bianca, Bruna, Clarissa, Cassi, Darlan, Felipe, 

Fernanda, Gustavo, Lucas, Marcus, Osmar Junior, Raquel, Roberta e Tiago. Muito 

obrigada pela parceria, pela disponibilidade em ajudar, pelos ensinamentos e 

momentos de descontração sempre com muito café.  

Em especial, agradeço ao Felipe Schmitz, a Fernanda Ferreira e ao Osmar 

Ramires Junior por serem incansáveis em me ajudar em todas as etapas da execução 

dessa tese, sem o apoio de vocês eu não teria chagado até aqui. Muito obrigada pelo 

auxílio na realização dos experimentos, pelo apoio psicológico, incentivo e pela 

AMIZADE. 

À minha amiga e primeira orientadora, Aline Cunha, por acreditar em mim, pelos 

ensinamentos, motivação e apoio para seguir na pesquisa. 

À minha família, pelo incentivo constante aos meus estudos, pelo apoio, carinho 

e amor incondicional. Obrigada pelos exemplos de vida, força e perseverança. Vocês 

são meu porto-seguro. AMO VOCÊS! 

MUITO OBRIGADA! 

 



vi  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

O que vale na vida não é o ponto de 

partida e sim a caminhada. Caminhando e 

semeando, no fim terás o que colher. 

Cora Coralina 

 
 



vii  

SUMÁRIO 

 

RESUMO .................................................................................................................. 9 

ABSTRACT ............................................................................................................ 11 

LISTA DE ABREVIATURAS .................................................................................. 13 

LISTA DE FIGURAS ............................................................................................... 14 
PARTE I ......................................................................................................................... 15 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 16 

1.1 Dieta materna durante a gestação .................................................................... 16 

1.2 Folatos .............................................................................................................. 17 

1.3 Suplementação com ácido fólico durante a gestação ....................................... 20 

1.4 Transferência de folato para o feto através da placenta .................................... 21 

1.5 Efeitos na prole da suplementação com ácido fólico durante a gestação ......... 22 

1.6 Metabolismo de aminoácidos ............................................................................ 24 

1.7 Ciclo da metionina-homocisteína-folato ............................................................ 25 

1.8 Transferência de aminoácidos para o feto através da placenta ........................ 28 

1.9 Dieta hiperproteica ............................................................................................ 29 

1.10 Dieta hiperproteica na gestação ...................................................................... 31 

1.11 Estresse oxidativo e nitrativo ........................................................................... 33 

1.12 Neuroinflamação ............................................................................................. 35 

1.13 Efeitos da dieta no comportamento da prole ................................................... 37 

2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE ............................................................................ 38 

3 OBJETIVOS......................................................................................................... 39 

3.1 Objetivo geral .................................................................................................... 39 

3.2 Objetivos específicos ........................................................................................ 39 

3.2.1 Capítulo I ........................................................................................................ 39 

3.2.2 Capítulo II ....................................................................................................... 40 
PARTE II ........................................................................................................................ 42 

4 METODOLOGIA E RESULTADOS ..................................................................... 43 



viii  

4.1 Modelo de suplementação com ácido fólico durante a gestação ...................... 43 

4.2 Modelo de consumo de dieta hiperproteica durante a gestação ....................... 44 

4.3 Capítulo I: Folic acid supplementation during pregnancy alters behavior in male 
rat offspring: nitrative stress and neuroinflammatory implications ..................... 46 

4.4 Capítulo II: High-protein nutrition during pregnancy increases neuroinflammation 
and homocysteine levels and impairs behavior in male adolescent rats offspring
 .......................................................................................................................... 64 

PARTE III ....................................................................................................................... 80 

5 DISCUSSÃO ........................................................................................................ 81 

6 CONCLUSÕES .................................................................................................... 95 

7 PERSPECTIVAS ................................................................................................. 98 

8 REFERÊNCIAS ................................................................................................... 99 
ANEXO ........................................................................................................................ 122 

CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA UFRGS (CEUA/UFRGS) ..... 123 
 

 

 

 



ix  

RESUMO 

A dieta materna consumida durante a gestação pode afetar o 

neurodesenvolvimento, o comportamento, o metabolismo, a homeostase redox e o 

estado inflamatório da prole. Durante a gestação a demanda de folato aumenta para 

a manutenção das reações de transferência de um carbono, que participam da 

síntese de DNA, e reações de metilação biológica importantes para o crescimento 

uterino, placentário e fetal. Além disso, as proteínas consumidas pela dieta são 

uma fonte de aminoácidos que são cruciais para o crescimento e desenvolvimento 

fetal adequado. No entanto, estudos têm demonstrado que alterações no consumo 

materno durante a gestação de macronutrientes ou micronutrientes podem causar 

prejuízos na prole. Baseado nisto, o objetivo dessa tese foi investigar os efeitos da 

suplementação de ácido fólico ou do consumo de dieta hiperproteica durante a 

gestação sobre parâmetros comportamentais e neuroquímicos no córtex cerebral e 

soro da prole de ratos machos. No capítulo I, as ratas prenhes foram randomizadas 

em dois grupos, de acordo com a dieta: grupo 1, (controle) dieta padrão (2 mg/kg 

dieta de ácido fólico) e grupo 2, dieta suplementada com 4 mg/kg dieta de ácido 

fólico. No capítulo II, as ratas prenhes foram divididas aleatoriamente em dois 

grupos, de acordo com a dieta: grupo 1, (controle) dieta padrão contendo 20% de 

proteína e grupo 2, dieta hiperproteica contendo 50% de proteína. Durante todo o 

período gestacional as ratas prenhes receberam as dietas experimentais. Em ambos 

os capítulos, a prole de 21 dias pós-natal a foi submetida a uma bateria de testes 

comportamentais, a saber: qualidade do cuidado materno, preferência olfatória da 

prole pelo odor maternal, campo aberto, reconhecimento de objetos, labirinto em 

cruz elevado, transição claro-escuro, teste de depressão relacionada à alimentação, 

escada horizontal, trave de equilíbrio e rotarod. Após a realização dos testes 

comportamentais, a prole foi eutanasiada e o soro e o córtex cerebral total foram 

imediatamente coletados para análise dos parâmetros neuroquímicos (homeostase 

redox, neuroinflamação e níveis de aminoácidos teciduais e séricos). Os resultados 

do capítulo I demonstram que a dieta suplementada com 4 mg/kg de ácido fólico 

durante toda a gestação prejudicou a memória e a motricidade da prole quando 

comparada ao controle. Também foi observado um aumento no comportamento do 

tipo ansioso e depressivo neste grupo, bem como os níveis de nitritos que 

aumentaram no córtex cerebral da prole. Entretanto, o imunoconteúdo e a 

expressão de óxido nítrico sintase induzível não foram alterados. Além disso, 

identificamos um aumento na expressão gênica do fator de necrose tumoral-α, 

interleucina-1β, interleucina-6, interleucina-10 e da proteína quimioatraente de 

monócitos-1 no córtex cerebral da prole suplementada com ácido fólico ao longo da 

gestação. Em relação ao capítulo II, os resultados evidenciaram um aumento nos 

níveis de homocisteína e mediadores neuroinflamatórios no córtex cerebral da prole 

de ratas prenhes que consumiram dieta hiperproteica durante toda a gestação. Além 

de diminuir os níveis de histidina no soro da prole. Os resultados também revelaram 



x  

prejuízos na memória e motricidade e um aumento do comportamento do tipo 

ansioso na prole suplementada com dieta hiperproteica durante a gestação. Os 

resultados dessa tese indicam que a suplementação com ácido fólico ou o consumo 

de dieta hiperproteica durante a gestação podem causar prejuízos neuroquímicos e 

comportamentais na prole de ratos machos. Em conjunto, esses achados fornecem 

uma nova base para a compreensão dos resultados bioquímicos e comportamentais 

associados à suplementação de ácido fólico ou o consumo de dieta hiperproteica 

durante todo o período gestacional. 

Palavras-chave: Ácido fólico; Aminoácidos; Ansiedade; Comportamento, 

Depressão; Dieta hiperproteica; Estresse oxidativo; Gestação; Homocisteína; 

Memória; Motricidade; Neuroinflamação; Óxido nítrico; Prole. 
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ABSTRACT 

Pregnancy diet can impact in offspring’s neurodevelopment, behavior, metabolism, 

redox homeostasis, and inflammatory status. In pregnancy, folate demand increases 

due to the requirement for one-carbon transfer reactions required for DNA synthesis 

and biological methylation reactions to uterine, placental, and fetal growth. Moreover, 

proteins in the diet are a source of amino acids that are crucial for proper fetal growth 

and development. However, studies have a shown that changes in maternal 

macronutrients or micronutrients consumption during pregnancy may cause 

behavioral impairments in the offspring. Based on this, the objective of the thesis was 

to investigate the effects of folic acid supplementation or high-protein diet 

consumption throughout pregnancy on neurochemical and behavioral parameters in 

male offspring. For this, in the chapter I, pregnant rats were randomly divided into two 

groups, according to the diet: group 1, (control) standard diet (2 mg/kg diet of folic 

acid) and group 2, diet supplemented diet with 4 mg/kg diet of folic acid. In the 

chapter II, pregnant rats were randomly divided into two groups, according to the diet: 

group 1, (control) standard diet containing 20% protein, and group 2, the high-protein 

diet containing 50% protein. Throughout the gestational period, the pregnant rats 

received  experimental diets. In both chapters, offspring at 21 postnatal days were 

submitted to behavioral tests, namely: maternal behavior, olfactory preference test, 

open field, object recognition, plus maze, light-dark transition, eating-related 

depression test, ladder walking, beam balance, and rotarod. After conducting 

behavioral tests, offspring were euthanized and serum and total cerebral cortex were 

immediately collected for the analysis of neurochemical parameters (redox 

homeostasis, neuroinflammation, and tissue and serum amino acid levels, including 

homocysteine). The results of the chapter I showed that the supplemented diet with 4 

mg/kg diet of folic acid throughout pregnancy impaired memory and motricity of the 

offspring when compared with control (standard diet). It was also observed an 

increase in anxiety- and depression-like behavior in this group. Nitrite levels 

increased in cerebral cortex of the offspring. In contrast, inducible nitric oxide 

synthase expression and immunocontent were not altered. Moreover, we identify an 

increase in tumor necrosis factor-α, interleukin-1β, interleukin-6, interleukin-10, and 

monocyte chemoattractant protein-1 gene expression in the cerebral cortex of the 

offspring supplemented with folic acid throughout pregnancy. In relation to chapter II, 

Results showed an increase in homocysteine levels and neuroinflammatory 

mediators in the offspring’s cerebral cortex from pregnant rats supplemented with a 

high-protein diet throughout pregnancy. Besides decreasing histidine levels in 

offspring’s serum. The results also revealed impairment in memory and motricity and 

an increase in anxiety-like behavior in the offspring supplemented with a high-protein 

diet throughout pregnancy. The results of this thesis indicate that folic acid 

supplementation or maternal high-protein diet consumption throughout pregnancy 

may cause biochemical and behavioral impairments in the offspring. Together, these 
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findings provide a new basis for understanding the biochemical and behavioral 

outcomes associated with folic acid supplementation and high-protein exposure 

throughout pregnancy. 

Keywords: Amino acid; Anxiety; Behavior, Depression; Folic acid; Gestation; High- 

protein diet; Homocysteine; Memory; Motricity; Neuroinflammation; Offspring; Nitric 

oxide; Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

1.1 Dieta materna durante a gestação 

A teoria das Origens Desenvolvimentistas da Saúde e da Doença (DOHaD), 

do inglês Developmental Origins of Health and Disease sugere que a exposição 

materna durante a gestação a componentes externos pode ser um importante fator 

de risco para o desenvolvimento de doenças metabólicas durante a vida da prole. A 

teoria DOHaD descreve como componentes externos o estilo de vida, exposição ao 

estresse, prática de atividade física, doenças, adição a drogas/álcool e a nutrição 

materna (Suzuki, 2017; Almeida et al., 2019). 

A qualidade e a quantidade de nutrientes consumidos pela mulher durante a 

gestação é considerado um dos aspectos mais relevantes para a saúde materno-

fetal. Durante a gestação, as necessidades de energia e nutrientes aumentam para 

permitir o crescimento e o desenvolvimento do feto, aumento do tamanho do útero, 

hipertrofia das glândulas mamárias e o acúmulo de reservas de gordura (Puszko et 

al., 2017; Garcia-Casal et al., 2018). 

O consumo de uma dieta nutricionalmente inadequada durante o 

desenvolvimento intrauterino do feto, principalmente devido à quantidade e à 

qualidade dos nutrientes consumidos pelas mães, pode afetar o crescimento e o 

metabolismo, a função imunológica e cerebral e o desenvolvimento cognitivo da 

prole (Bordeleau et al., 2020; Lecorguillé et al., 2021; Mirpuri, 2021). Neste contexto, 

a deficiência ou o excesso do consumo de micronutriente e macronutrientes durante 

a gestação vêm sendo descritas como importantes fatores de risco para 

transtornos do neurodesenvolvimento, tais como transtorno do espectro autista, 
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transtorno de déficit de atenção e hiperatividade e esquizofrenia (Bordeleau et al., 

2021), cujos mecanismos não são totalmente compreendidos. 

Baseado nisto, é importante investigar os efeitos da suplementação de ácido 

fólico e o consumo da dieta hiperproteica durante toda a gestação sobre o 

comportamento e a neuroquímica da prole.  

1.2 Folatos 

 
O folato (vitamina B9) é uma vitamina do complexo B e é solúvel em água. O 

folato tem uma estrutura central de pteridina e alta atividade metabólica devido à sua 

capacidade de aceitar elétrons e reagir com ligações O-, S-, N-, C- (Relton et al., 

2004; Shulpekova et al., 2021). O folato é inerentemente conjugado com para-

aminobenzoil-glutamato como mono-, di-, tri- e poliglutamatos. O folato natural 

possui a forma de poliglutamato (Thöny et al., 2000). Na natureza o folato pode ser 

encontrado em alimentos como fígado, rim, frutas cítricas, cogumelos, espinafre, 

fermentos e folhas verdes (Engevik et al., 2019). 

O folato catalisa reações bioquímicas essenciais, especialmente por meio de 

seu papel central no ciclo da metionina, participa dos processos de metilação, regula 

os níveis de homocisteína e está envolvido no metabolismo de purinas, pirimidinas, 

serina, glicina e histidina (Iyer et al., 2009). Essa vitamina é uma molécula que existe 

fisiologicamente como tetrahidrofolato (THF) e 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF). O 

THF e o 5-MTHF são metabólitos intermediários no ciclo do folato e são 

relacionados ao metabolismo de um carbono. Juntos, o ciclo do folato e o 

metabolismo de um carbono são responsáveis por gerar grupos metila e 

coordenar os processos envolvidos nas modificações epigenéticas e imprinting 

(Crider et al., 2012). Assim, manter o equilíbrio adequado de substratos e cofatores 
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no ciclo do folato é crucial para manter a homeostase, pois a interrupção de uma 

etapa enzimática em qualquer parte do ciclo pode ter consequências prejudiciais 

significativas. A homeostase do ciclo do folato é crucial durante a gestação, onde a 

deficiência de folato tem impacto no fechamento do tubo neural, 

neurodesenvolvimento e no crescimento placentário e fetal (Crider et al., 2014). 

Folato é um termo genérico que engloba o ácido fólico e seus compostos 

derivados dihidro-, tetra-hidro-, metil-, formil com atividade metabólica (Thöny et al., 

2000). O ácido fólico é uma molécula quimicamente sintetizada que é usada como 

suplemento dietético e na fortificação de alimentos (Bailey et al., 2009). É totalmente 

oxidado e mais estável e biodisponível que o folato natural. A fórmula química do 

ácido fólico é C19H19N7O6. O núcleo da molécula consiste em uma estrutura 

heterocíclica de pteridina, com um grupo metila na sexta posição ligada a ácidos 

para-aminobenzóico e glutâmico para que o ácido fólico apresente ácido 

pteroilglutâmico. O ácido fólico possui a forma de monoglutamato (Shulpekova et al., 

2021). A pteridina é composta por anéis de pirimidina e pirazina com substituição 

dos grupos ceto e amino na segunda e quarta posições. Estruturas heterocíclicas 

aromáticas fornecem uma capacidade de aceitação reversível de elétrons 

(Mahendran et al., 2018). A figura 1 demonstra a estrutura molecular do ácido fólico. 

 

 
Figura 1: Estrutura molecular do ácido fólico (Menezo et al., 2022, modificado). 
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Após o consumo, o ácido fólico é absorvido principalmente no jejuno proximal 

(Aufreiter et al., 2009). O ácido fólico em si não é ativo como coenzima e passa por 

várias etapas metabólicas dentro da célula para ser convertido na forma 

metabolicamente ativa. Sua atividade biológica depende da ação da enzima 

dihidrofolato redutase (DHFR). Nos enterócitos e hepatócitos, o ácido fólico 

absorvido inicialmente é reduzido pela DHFR em dihidrofolato (DHF) e THF. O THF 

é convertido em 5,10- metilenotetrahidrofolato (5,10-METHF) pela enzima serina 

hidroximetiltransferase dependente de piridoxina e após é reduzido a 5-MTHF pela 

metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) (Menezo et al., 2022). A figura 2 ilustra o 

metabolismo do ácido fólico. 

  

 
Figura 2: Metabolismo do ácido fólico. 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; 5,10- 

METHF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; 5,10-MITHF; 5,10-meteniltetrahidrofolato; 10- 

FTHF: 10-formiltetrahidrofolato; DHF: dihidrofolato; DHFR: dihidrofolato redutase; 

MTHFD: metilenotetrahidrofolato desidrogenase; MTHFR: metilenotetrahidrofolato
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redutase; SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetrahidrofolato. (Lubout et al., 

2020, modificado). 

O 5-MTHF é transportado para o sistema nervoso central (SNC) 

principalmente através do plexo coroide para então chegar às células nervosas 

(Wollack et al., 2008). As células epiteliais do plexo coroide expressam altos níveis 

de receptores de folato α (RFα), sugerindo que essas células desempenham um 

papel importante no transporte de folato para o SNC e na manutenção de seus 

níveis no líquido cefalorraquidiano (LCR), o qual é mantido em uma concentração de 

2,5 a 3,5 vezes maior do que o plasma (Zhao et al., 2013). 

1.3 Suplementação com ácido fólico durante a gestação 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda que todas as mulheres 

que estão tentando engravidar realizem a suplementação com 400 µg de ácido fólico 

diariamente (Organização Mundial da Saúde, 2013). A suplementação é 

recomendada antes da concepção e não somente após a confirmação da gestação, 

pois o fechamento do tubo neural pode ocorrer antes de muitas mulheres estarem 

cientes de sua gravidez (Greene et al., 2014). Visando a redução de defeitos no tubo 

neural, muitos países com deficiência nutricional de folato, os produtos a base de 

farinha são fortificados com ácido fólico na tentativa de reduzir essa deficiência 

(Crider et al., 2011). No Brasil, a fortificação mandatória dos alimentos iniciou com a 

publicação da Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 344 de 13 de dezembro 

de 2002. Nesta publicação a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

recomenda que as farinhas de milho e trigo sejam fortificadas com 150 µg de ácido 

fólico para cada 100 g de farinha (Brasil, 2002). 
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É amplamente aceito que a suplementação de ácido fólico no período 

perinatal protege contra o desenvolvimento de defeitos do tubo neural. Os defeitos 

do tubo neural resultam da falha do tubo neural em fechar aproximadamente na 

terceira a quarta semana de gestação em humanos e nos dias gestacionais 10,5 a 

11 em ratos, podendo resultar em mortalidade ou deficiências em longo prazo (Rice 

et al., 2000; Greene et al., 2014; Flores et al., 2015). A maioria dos defeitos do tubo 

neural é evitável pela ingestão suficiente de folato ou de sua forma sintética, o ácido 

fólico (Greene et al., 2014; Czeizel et al., 2013). O folato desempenha um papel 

importante no fechamento do tubo neural, regulando processos de biossíntese de 

nucleotídeos e reações de metilação (Greene et al., 2014). Além disso, o folato é 

reconhecido como um dos principais nutrientes necessários para a formação e 

desenvolvimento do encéfalo fetal devido ao seu envolvimento na proliferação e 

crescimento de células neuronais e na síntese de neurotransmissores (Naninck et 

al., 2019). 

1.4 Transferência de folato para o feto através da placenta 

A concentração de folato no soro fetal é muito mais elevada do que a 

encontrada no soro materno, provavelmente devido ao transporte ativo de folato 

(Obeid et al., 2005). Estudos experimentais in vivo mostram que há transporte 

placentário ativo de folato e concentrações totais elevadas de folato são encontradas 

no cérebro durante o desenvolvimento fetal precoce (Yasuda et al., 2008). Três 

mecanismos específicos de transporte de folato operam na placenta, incluindo o 

RFα e RFβ, o carreador de folato reduzido e o transportador de folato acoplado a 

prótons/proteína transportadora de heme 1 (Zhao et al., 2009; Solanky et al., 2010). 

A transferência de folato da circulação da mãe para o feto é resultado da ação 
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coordenada desses transportadores (Castaño et al., 2018). O envolvimento de 

membros da superfamília de transportadores cassete de ligação de adenosina 

trifosfato (ATP) na homeostase celular de folato na placenta humana também foi 

relatado (Joshi et al., 2016). A placenta é um órgão que sofre modificações e 

adaptações no decorrer da gestação (Zeng et al., 2017). O transporte de folato 

placentário é estabelecido no início da gestação, mas os transportadores de folato 

podem mudar durante o curso da gravidez. Os genes do carreador de folato 

reduzido e do transportador de folato acoplado a prótons/proteína transportadora de 

heme 1 diminuem entre o primeiro e o último trimestre de gravidez, enquanto o RFα 

não se altera durante todo o período gestacional. Isso sugere que o RFα pode ser o 

principal regulador para o aumento do transporte de folatos da mãe para o feto à 

medida que a gestação progride (Yasuda et al., 2005; 2008; Castaño et al., 2018). 

1.5 Efeitos na prole da suplementação com ácido fólico durante a gestação 

 
Além da proteção contra defeitos no fechamento do tubo neural, estudos 

também relatam que a suplementação com ácido fólico durante a gestação melhora 

a neurogênese, sinaptogênese, reflexos primitivos, aprendizagem espacial e 

motricidade (McGarel et al., 2015; Wang et al., 2018; 2019; 2021; Harlan et al., 

2021). Entretanto, recentemente a suplementação de ácido fólico durante a 

gestação está sendo relacionada com alterações patológicas na prole (Deniz et al., 

2018; Li et al., 2019). Variações no consumo de ácido fólico durante a gestação 

podem alterar a atividade de DNA metiltransferases e histonas metiltransferases 

(Joubert et al., 2016). Além disso, o folato pode alterar as respostas inflamatórias ao 

estimular a metilação aberrante e alterar a atividade de proliferação celular (Jones et 

al., 2019). 
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Estudos experimentais têm demonstrado que a suplementação com ácido 

fólico durante o período gestacional pode causar na prole intolerância à glicose 

(40 mg de ácido fólico/kg dieta), câncer de mama (5 mg de ácido fólico/kg de dieta), 

disfunção na tireoide (8 mg de ácido fólico/kg de dieta) e diminuição do peso e 

tamanho dos embriões (20 mg de ácido fólico/kg de dieta) (Yajnik et al., 2008; Ly et 

al., 2011; Sittig et al., 2012; Mikael et al., 2013; Huang et al., 2014; Khot et al., 2015; 

Boyles et al., 2016). Além disso, estudos identificaram que a suplementação de 

ácido fólico durante toda a gestação pode causar atraso no neurodesenvolvimento, 

diminuição no imunoconteúdo de neurotrofinas (fator de crescimento neural [NGF] e 

fator neurotrófico derivado do cérebro [BDNF]) e comprometimento da memória 

espacial na prole de roedores (Sable et al., 2012;2014; Barua et al., 2014), cujos 

mecanismos ainda são desconhecidos.  

Bahous e colaboradores (2017) observaram que a ingestão de folato durante 

a gestação leva à deficiência de pseudo-metilenotetrahidrofolato redutase, causando 

distúrbios no metabolismo da acetilcolina, diminuição do volume hipocampal e déficit 

de memória na prole. Neste contexto, um estudo pré-clínico demostrou que 

camundongos que ingeriram água suplementada com ácido fólico (3,75 mg/L) 

tiveram uma aprendizagem motora deficiente (Chu et al., 2019).  

Em humanos, os resultados de uma metanálise demonstraram que a cada 

100 mg/dia de aumento na ingestão de folato materno há um P de 0,02% mais risco 

do desenvolvimento de asma infantil (Li et al., 2019). Além disso, um estudo de 

coorte prospectivo mostrou que crianças de um ano de idade nascidas de mães que 

relataram consumir doses de ácido fólico de 5000 μg/dia ou mais tiveram um 

desenvolvimento neuropsicomotor mais lento em comparação com mães que 
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consumiram doses de 400-1000 μg/dia (Valera-Gran et al., 2014). Embora 

conflitantes, evidências também sugerem que a ingestão de folato pode estar 

associada ao aumento do risco de transtorno do espectro do autista (Choi et al., 

2014; Neggers, 2014). 

Assim, o uso crescente de ácido fólico durante a gestação cria a necessidade 

de melhor investigar as consequências de seu uso em longo prazo no 

comportamento, homeostase redox e estado inflamatório da prole. 

1.6 Metabolismo de aminoácidos 

 
Os aminoácidos têm importância fisiológica essencial. Além da sua 

participação na síntese de proteínas, os aminoácidos participam da sinalização 

celular e regulam a expressão gênica e a cascata de fosforilação de proteínas. Os 

aminoácidos são precursores chave para a síntese de hormônios, 

neurotransmissores e outras substâncias nitrogenadas de baixo peso molecular, 

sendo todas de grande importância biológica (Wu et al., 2009; 2014). 

Há mais de 700 aminoácidos conhecidos na natureza, mas apenas 20 deles 

(alanina, arginina, asparagina, aspartato, cisteína, glutamato, glutamina, glicina, 

histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, tirosina, 

treonina, triptofano e valina) participam da síntese proteica nas células (Hu et al., 

2021). Os aminoácidos são tradicionalmente classificados como essenciais ou não 

essenciais. Os aminoácidos essenciais, que não são sintetizados em eucariotos, 

devem estar presentes na dieta. Os aminoácidos essenciais descritos são a 

histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e 

valina (Wu et al., 2009). 

A síntese de aminoácidos depende da disponibilidade de substrato, espécie, 
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estágio de desenvolvimento, a microbiota no lúmen do trato gastrointestinal, fatores 

ambientais e estados patológicos (Wu et al., 2013). Conforme descrito 

anteriormente, concentrações fisiológicas de aminoácidos e seus derivados como 

óxido nítrico, poliaminas, glutationa, taurina, hormônios tireoidianos e serotonina são 

necessários para a manutenção da homeostase no organismo (Wu, 2009; Hu et al., 

2021). No entanto, níveis elevados de aminoácidos e seus produtos como a amônia, 

dimetilarginina, homocisteína e outros, podem desregular a homeostase redox e 

inflamatória e estão relacionados à fisiopatologia de doenças cardiovasculares, 

danos cerebrais, distúrbios neurometabólicos e psiquiátricos (Fabregues et al., 2019; 

Leite et al., 2021; Ikenaka et al., 2022). Assim, um equilíbrio ideal entre o consumo 

de aminoácidos na dieta e sua concentração na circulação é crucial para a 

homeostase de todo o organismo. 

 

1.7 Ciclo da metionina-homocisteína-folato 

 
A homocisteína é um aminoácido sulfurado que não pode ser obtido por meio 

da dieta e é gerada no metabolismo do aminoácido metionina. A metionina é 

adquirida através da dieta, por meio do consumo de alimentos ricos em proteínas ou 

pela degradação de proteínas endógenas (Martínez et al., 2017; Geltink et al., 2019). 

A metionina é principalmente metabolizada no fígado pela enzima metionina 

adenosiltransferase que transfere o grupamento adenosil do ATP para a metionina, 

formando S-adenosilmetionina (SAM) (Skovierová et al., 2016). A SAM é 

responsável pela metilação de diversas moléculas, doando seu grupamento metila 

para o DNA, por exemplo, e formando S-adenosilhomocisteína. A enzima S- 

adenosilhomocisteína hidrolase é responsável pela hidrólise da S- 

adenosilhomocisteína em homocisteína (Sanderson et al., 2019). A homocisteína 
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pode ser metabolizada por duas diferentes vias: a via da remetilação e a via da 

transulfuração. Na via da remetilação, o 5-MTHF, proveniente do metabolismo do 

folato, doa seu grupamento metila para a homocisteína formando novamente 

metionina. Esse processo é catalizado pela enzima metionina sintase e utiliza 

vitamina B12 como cofator (Sanderson et al., 2019). Na via da transulfuração, a 
 

homocisteína é condensada com uma serina para formar cistationina através da 

ação da enzima Cistationina β-sintase e utiliza vitamina B6 como cofator. A enzima 

cistationina γ-liase converte cistationina em α-cetobutirato e cisteína (Martínez et al., 

2017; Geltink et al., 2019). A figura 3 esquematiza as principais rotas de formação e 

degradação da metionina e da homocisteína. 

 

 
Figura 3: Rota da metionina-homocisteína-folato. 5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato; 

5,10- METHF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; BHMT: betaína-homocisteína- 

metiltransferase; CBS: cistationina β-sintase; MAT: metionina adenosiltransferase; 

MS: metionina sintase; SAHH: S-adenosilhomocisteína hidrolase; THF: 
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tetrahidrofolato. (Schweinberger et al., 2016, modificado). 

 

Níveis plasmáticos de homocisteína entre 5 e 12 µmol/L (µM em mulheres) e 

5 e 15 µM (em homens) são considerados normais. Níveis deste aminoácido 

superiores a 13-16 µM caracterizam uma condição denominada hiper- 

homocisteinemia (Herrmann 2006), que pode ser leve, moderada ou grave (severa), 

sendo que a hiper-homocisteinemia grave é característica da homocistinúria 

clássica, que é um erro inato do metabolismo. Os níveis de homocisteina nos 

pacientes afetados por esta doença podem atingir a 500 µM (hiper-homocisteinemia 

grave). Entretanto, causas não genéticas também podem elevar os níveis deste 

aminoácido, como por exemplo, a deficiência das vitaminas do complexo B 

(principalmente B6, B9 e B12), dieta rica em proteínas, principalmente de origem 

animal, insuficiência renal crônica e uso de medicamentos como fenitoína, L-DOPA e 

metotrexato (De Bree et al. 2002; Selhub 2002; Liew et al., 2014; Yin et al. 2017). As 

hiper-homocisteinemas, leve ou moderada, vêm sendo relacionada a fatores de risco 

para várias doenças, especialmente doenças neuropsiquiátricas e 

neurodegenerativas (Tinelli et al., 2019; Yu et al., 2022). Neste contexto, estudos 

mostram que a homocisteína pode induzir comprometimento da homeostase redox, 

disfunção no metabolismo energético, aumento da acetilcolinesterase, 

neuroinflamação e alterações na sinalização celular no SNC (Arutjunyan et al., 2020; 

dos Santos et al., 2021; Ramires-Junior et al., 2022). Considerando todas essas 

alterações neuroquímicas causadas pela hiper-homocisteinemia, prejuízos 

comportamentais como déficit de memória, ansiedade, depressão, alterações 

motoras tem sido relatadas (Jadavji et al., 2019; Esnafoglu et al., 2020; Wyse et al., 

2020). 
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1.8 Transferência de aminoácidos para o feto através da placenta 

 
A transferência placentária fornece os aminoácidos necessários para o 

crescimento, desenvolvimento e metabolismo fetal. O feto requer aminoácidos para 

a síntese de proteínas, processos metabólicos e vias biossintéticas (Cleal et al., 

2018). As concentrações de aminoácidos são maiores no plasma fetal em 

comparação com o plasma materno, indicando um processo de transferência ativo 

através da placenta (Cetin et al., 1996). Transportadores de aminoácidos são 

expressos nas microvilosidades voltadas para a mãe e nas membranas basais 

voltadas para o feto do sinciciotrofoblasto da placenta (Cleal et al., 2018). O 

transporte de aminoácidos através da placenta é um processo complexo que é 

determinado por múltiplos fatores, incluindo as características do transportador, 

estrutura placentária, fluxo sanguíneo e as concentrações de aminoácidos dentro do 

compartimento materno, placentário e fetal (Panitchob et al. 2016). O tráfego de 

proteínas transportadoras de aminoácidos para a membrana plasmática também é 

um fator importante na regulação da transferência de aminoácidos (Chen et al. 2015; 

2017). Além disso, o metabolismo materno, placentário e fetal influenciará as 

concentrações de aminoácidos no plasma arterial e, portanto, no gradiente que 

determina a captação e o efluxo. A síntese proteica placentária reduz a quantidade 

de aminoácidos disponíveis para transporte para o feto enquanto a quebra de 

proteínas aumentará sua disponibilidade (Bonnin et al., 2011; Lofthouse et al. 2016). 

A atividade dos transportadores de aminoácidos depende da concentração 

total de aminoácidos disponíveis para transporte e em suas concentrações relativas 

(Cleal et al., 2018). Todos os transportadores de aminoácidos na placenta são 

membros da superfamília de Solute carrier (SLC) (Hediger et al., 2013). Para 
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transportar os aminoácidos para o feto, a placenta requer as diferentes classes de 

transportador de aminoácidos para trabalhar em conjunto tanto nas microvilosidades 

como na membrana basal do sinciciotrofoblasto. Os transportadores de aminoácidos 

são divididos em três classes funcionais com base em seu modo de funcionamento: 

transportadores acumulativos, de troca e facilitadores (Cleal et al., 2011). Os 

transportadores acumulativos como SLC1 e SLC7 promovem a absorção líquida de 

aminoácidos específicos através das microvilosidades para o sinciciotrofoblasto. 

Este mecanismo cria um gradiente de aminoácidos transmembrana através das 

microvilosidades que conduzem a captação de outros aminoácidos extracelulares 

via transportadores de troca de aminoácidos (Cleal et al., 2008; Fotiadis et al., 2013). 

Os transportadores de troca nas microvilosidades incluem a família do SLC7 e 

trocam aminoácidos intracelulares por outros aminoácidos específicos no plasma 

materno. Portanto, os transportadores de troca de aminoácidos alteram a 

concentração de aminoácidos dentro da placenta, mas não modificam a quantidade 

de aminoácidos (Widdows et al., 2015). Os transportadores acumulativos e 

trocadores de aminoácidos devem trabalhar em conjunto para fornecer a placenta 

todos os aminoácidos de que ela necessita (Cleal et al., 2018). Os transportadores 

facilitadores promovem o transporte de soluto em ambas às direções através da 

membrana (Cleal et al., 2018). O transporte líquido de aminoácidos ocorrerá a favor 

do gradiente de concentração até se atinja uma mesma concentração de 

aminoácidos em ambos os lados da membrana (Cleal et al., 2018). 

 

1.9 Dieta hiperproteica 

 
A proteína é um componente da estrutura corpórea, uma fonte de energia e 

um nutriente essencial que promove o crescimento e o desenvolvimento (Wu et al., 
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2017). O consumo de dietas ricas em proteínas aumentou consideravelmente em 

todo o mundo nos últimos anos (Acheson, 2013). Neste contexto, devido ao 

aumento da obesidade e sobrepeso da população nas últimas décadas, dietas ricas 

em proteínas têm sido desenvolvidas como uma intervenção nutricional para 

diminuir massa corporal excessiva e prevenir o seu ganho (Wycherley et al., 2012; 

Moon et al., 2020). Atualmente, a hipernutrição é considerada uma importante 

questão de saúde pública. Já é demonstrado na literatura que a ingestão dietética de 

proteínas excede os níveis recomendados entre os adultos jovens (Delimaris et al., 

2013). 

Dietas ricas em proteínas promovem uma maior saciedade pós-prandial, 

aumento da termogênese, gliconeogênese, cetogênese, lipólise e inibição da 

lipogênese de novo (Martens et al., 2013; Azzout-Marniche et al., 2007 Drummen et 

al., 2018). Evidências demonstram que consumir mais proteína do que a quantidade 

recomendada na dieta não apenas reduz o peso corporal, mas também melhora a 

composição corporal, diminuindo a massa gorda e aumenta a hipertrofia muscular. 

Assim, devido aos seus efeitos metabólicos que contribuem para o controle de 

ganho de massa corporal, dietas ricas em proteínas vêm sendo ingeridas por 

mulheres em idade fértil e durante a gravidez (Andreasyan et al., 2007; Halldorsson 

et al., 2021). 

Apesar dos benefícios no metabolismo causados pela ingesta de dietas 

hiperproteicas, o consumo em longo prazo de uma dieta rica em proteínas pode 

estar relacionado a problemas metabólicos e clínicos, como perda de massa óssea e 

disfunção renal em pessoas com alteração renal prévia (Kerstetter et al., 2003; 

Huang et al., 2008; Farhadnejad et al., 2019; Björnson et al., 2020). Assim, dietas 
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ricas em proteínas podem ser apropriadas para algumas pessoas, mas devem ser 

consumidas com cautela por outras. Portanto, necessidades individuais específicas, 

bem como potenciais consequências negativas, devem ser consideradas com 

cautela antes que tal dieta seja adotada (Cuenca-Sánchez et al., 2015). 

 

1.10 Dieta hiperproteica na gestação 

 
As proteínas da dieta são uma fonte de aminoácidos essenciais que são 

cruciais para crescimento e desenvolvimento adequados do feto (Wu et al., 2017). 

Neste contexto, o perfil de aminoácidos e a capacidade de transporte da mãe para o 

feto é determinada pela quantidade de proteínas consumidas pela mãe durante a 

gestação (Cleal et al., 2018). A ingestão adequada de proteínas durante a gravidez é 

importante para garantir desfechos maternos e neonatais saudáveis (Herring et al., 

2018). 

Embora o consumo de proteínas pela mãe durante a gestação contribua para 

um adequado crescimento e desenvolvimento fetal, estudos tem demonstrado que a 

utilização de uma dieta hiperproteica durante a gestação pode ser prejudicial à prole. 

A ingestão de dieta rica em proteínas pode aumentar os níveis de derivados da 

metionina (homocisteína e sulfeto de hidrogênio) e amônia, que podem 

prejudicar a sobrevivência e o crescimento embrionário e fetal (Taylor, 2016; Wu, 

2016). Evidências têm demonstrado que o consumo de dieta hiperproteica durante a 

gestação está associadas ao crescimento fetal reduzido, níveis mais elevados de 

pressão arterial, morfologia renal alterada, modificações da microbiota intestinal, 

redução da imunidade humoral, elevação da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), cortisol e à resistência a insulina (Campbell et al., 1996; Shiell et 

al., 2001; Sloan et al., 2001; Thone-Reineke et al., 2006; Andreasyan et al., 2007; 
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Reynolds et al., 2007; Mitchell et al., 2009; Tuchscherer et al., 2012; Maredsous et 

al., 2015). Estudos experimentais realizados em animais também mostram que uma 

dieta hiperproteica durante a gestação pode levar a um crescimento fetal reduzido e 

subsequentemente desencadeiam aumento da massa de gordura na idade adulta 

(Maredsous et al., 2016).  

O consumo de uma dieta hiperproteica durante a gestação também está 

relacionado ao aumento da resposta inflamatória na prole. Neste contexto, foi 

demonstrado que o consumo materno de uma dieta rica em proteínas (40%) durante 

a gravidez e a lactação aumenta os níveis de IL-6 no tecido adiposo marrom da prole 

(Maurer et al., 2011). Além disso, uma dieta rica em proteínas (40%) durante a 

gestação afetou significativamente os genes de resposta aguda, do sistema 

complemento e da Janus cinase/transdutor de sinal e ativador da transcrição 

(JAK/STAT) no fígado da prole de camundongos (Vanselow et al., 2011). Evidências 

também mostram que uma dieta rica em proteínas (30%) durante a gestação altera a 

expressão de genes que determinam a ação dos glicocorticoides no hipotálamo fetal 

de porcos causando um desequilíbrio no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal com 

consequências duradouras na prole (Kanitz et al., 2012). A desregulação do eixo 

hipotálamo-hipófise adrenal pode predispor a doenças psiquiátricas como a 

ansiedade (Sheng et al., 2021). Um estudo de coorte prospectivo demonstrou que 

uma maior ingestão de proteínas de origem animal durante o segundo trimestre de 

gestação está ligada ao aumento do risco de diabetes mellitus gestacional (Yong et 

al., 2021). 

Assim, acreditamos ser crucial investigar os efeitos de uma dieta rica em 

proteínas sobre os possíveis efeitos sobre o comportamento e neuroquímica da 



33  

prole, já que há um número limitado de estudos em relação ao tema. 

 

1.11 Estresse oxidativo e nitrativo 

 
Os principais locais de geração de espécies reativas nas células são as 

mitocôndrias e os peroxissomos (García-Caparrós et al., 2021). As espécies reativas 

produzidas resultam do metabolismo celular normal e são essenciais para muitas 

funções biológicas como em processos de sinalização celular, defesa imunológica e 

plasticidade sináptica (Halliwell al., 2007; Rajendran et al., 2014). As espécies 

reativas são geradas a partir de fontes endógenas e fontes exógenas. Ativação de 

células imunes, inflamação, isquemia, infecção, câncer, exercício excessivo, 

estresse mental, e envelhecimento são exemplos de produção endógena de 

espécies reativas. A produção exógena de espécies reativas pode ocorrer como 

resultado da exposição à poluição, algumas drogas, solventes químicos, fumaça de 

cigarro, álcool e radiações (Pizzino et al., 2017). O estresse oxidativo/nitrativo é um 

fenômeno causado por um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e as 

defesas antioxidantes (Halliwell, 2012). As espécies reativas podem induzir lesões 

celulares pela oxidação de proteínas, peroxidação lipídica e danos ao DNA, que 

podem resultar em morte celular (Akter et al., 2015; He et al., 2018; Ozgur et al., 

2018). 

As EROs são moléculas reativas e radicais livres derivados do oxigênio 

molecular (Halliwell, 2012). As principais EROs produzidas são o ânion superóxido 

(O2
•–), o oxigênio singlet (1O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil 

(OH•). Entre as defesas antioxidantes enzimáticas podemos destacar a superóxido 

dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a 

peroxiredoxina (PrxR). Como defesas não enzimáticas podemos citar as vitaminas 
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A, C, E, glutationa reduzida (GSH), flavonoides, carotenoides, polifenóis entre outros 

(Gutteridge et al., 2010). Em resposta ao estresse oxidativo/nitrativo, as células 

aumentam suas defesas antioxidantes através da ativação do fator nuclear 

relacionado ao eritróide 2 (Nrf2), um importante fator de transcrição de enzimas 

antioxidantes (Baird et al., 2020). 

As reações que envolvem as principais enzimas antioxidantes e as EROs são: 

SOD – 2O2
•- + 2H+ → H2O2 + O2 

CAT – 2H2O2 → 2H2O + O2 

 
GPx – 2GSH + H2O2 → GSSG (glutationa oxidada, dímero de glutationa) + 2H2O 

 
As espécies reativas de nitrogênio (ERN) são representadas principalmente 

pelo óxido nítrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO-) (Halliwell et al, 2007; Halliwell, 

2012). O NO atua como uma importante molécula de sinalização celular e é crucial 

para uma adequada modulação do fluxo sanguíneo, eliminação de patógenos 

intracelulares e células tumorais e para a atividade neural normal (Genestra; Pacher 

et al., 2007). A formação de NO ocorre por meio da enzima óxido nítrico sintase 

(NOS). Há três isoformas de NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e 

a NOS induzível (iNOS) (Cinelli et al., 2020).  

O folato pode regular a produção de NO (Stanhewicz et al., 2017). A ativação 

da NOS depende da presença do cofator tetrahidrobiopterina (BH4) e substrato 

disponível para acoplar a oxidação da l-arginina à redução do oxigênio molecular 

para produzir NO (Montezano et al., 2012). A enzima DHFR dependente de folato 

tem um papel essencial na redução de BH2 novamente a BH4 através da via de 

salvamento BH4 (Crabtree et al., 2011). Quando ocorre uma diminuição na formação 

de BH4, há um desacoplamento enzimático da NOS e aumenta a produção de EROS 
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(Crabtree et al., 2009; 2011). O 5-MTHF pode ligar-se ao sítio ativo da NOS e 

mimetizar a ação da BH4 e aumentar a produção de NO e reduzir a produção de 

EROs (Chalupsky et al., 2015). O folato regula a produção de EROs indiretamente 

através da prevenção do desacoplamento da NOS (Joshi et al., 2001). 

O cérebro é vulnerável aos efeitos estresse oxidativo/nitrativo, principalmente 

devido à grande quantidade de oxigênio consumido neste órgão, alto conteúdo de 

lipídios insaturados, presença de metais de transição reativos, neurotransmissores 

que sofrem auto-oxidação e baixos níveis de defesas antioxidantes (Halliwell, 2012; 

Cobley et al., 2018). O cérebro humano consome 20% do quantitativo total de 

oxigênio basal para suprir ATP para a intensiva atividade neuronal. Assim, danos na 

cadeia transportadora de elétrons, causadas pelas EROs/ERN, podem levar a 

redução da síntese de ATP e contribuir para a fisiopatologia da neurodegeneração 

(Cobb et al., 2015; Wilkins et al., 2017). 

1.12 Neuroinflamação 

O SNC é considerado um local imunoprivilegiado. Entretanto, apesar de ser 

protegido por barreiras físicas especializadas, o SNC não é inerte e nem 

imunologicamente separado do sistema imunológico periférico (Pape et al., 2019). A 

neuroinflamação se refere a uma resposta inflamatória que ocorre dentro do SNC 

que pode ter várias causas como infecções, trauma, isquemia, toxinas, entre outros. 

O processo é marcado principalmente pela produção de interleucinas (IL) pró- 

inflamatórias, incluindo IL-1β, IL-6, IL-18 e fator de necrose tumoral-α (TNF-α), e 

quimiocinas como a proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) (DiSabato et 

al., 2016). A resposta imune do SNC envolve células e mediadores locais bem como 

mediadores transportados da periferia através da barreira cérebro-sangue. As 
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células envolvidas são principalmente a micróglia e os astrócitos, mas células 

endoteliais capilares e células sanguíneas também contribuem no processo 

neuroinflamatório (Heneka et al., 2014; DiSabato et al., 2016). 

O aumento da produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α 

fora do SNC afetam o cérebro principalmente pelas vias neurais vagais, pela 

interação com receptores de citocinas nas células endoteliais cerebrais e/ou por 

meio da ativação microglial (Becher et al., 2017). Citocinas pró-inflamatórias podem 

ter efeitos neurotóxicos aumentando a produção de EROs, reduzindo a transmissão 

das monoaminas e potencializando a transmissão glutamatérgica. O aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias pode também causar disfunção sináptica, 

morte neuronal e inibição da neurogênese (Mishra et al., 2012; Lyman et al., 2014).  

A citocina IL-1β induz disfunção sináptica por aumentar a produção de 

prostaglandina E2, o que leva liberação pré-sináptica de glutamato e ativação pós- 

sináptica do receptor de N-metil-d-aspartato (NMDA) (Mishra et al., 2012). A citocina 

TNF-α causa morte neuronal ao ativar o receptor do fator de necrose tumoral 1 

(TNFR1) e recrutar caspase 8 (Micheau et al., 2003). Essa citocina também reduz a 

captação de glutamato pelos astrócitos podendo causar excitotoxicidade (Clark et al, 

2016). A quimiocina MCP-1 neuronal é essencial para a quimioatração de monócitos 

para o local da inflamação no SNC (Howe et al., 2017). Citocinas anti-inflamatórias 

como a IL-10, também são produzidas durante o processo neuroinflamatório fazendo 

parte de um mecanismo de controle da inflamação excessiva (Calsolaro et al., 

2016). Diversos estudos já demonstraram um aumento na produção de marcadores 

pró-inflamatórios como IL-6, IL-1β, TNF-α e MCP-1 em doenças psiquiátricas e 

neurodegenerativas (D’Mello et al., 2017; Howes et al., 2017; Dani et al., 2018). 
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1.13 Efeitos da dieta no comportamento da prole 

 
O SNC necessita de suprimento de nutrientes suficiente para seu 

desenvolvimento morfológico, neuroquímico e neurofisiológico (Cusick et al., 2016). 

Especialmente durante a gestação, uma nutrição adequada é importante, porque 

nesse período o cérebro cresce mais rapidamente e as bases para o 

desenvolvimento cognitivo, motor e habilidades sociais e emocionais são 

estabelecidas (Prado et al., 2014). Neste contexto, estudos têm demostrado que a 

dieta materna consumida durante a gestação pode impactar na cognição da prole 

(Borge et al., 2017; Freitas-Vilela et al., 2018; Mahmassani et al., 2022). 

Há evidências de que uma dieta materna com excesso ou déficit de 

nutrientes pode prejudicar a memória, a motricidade e o aprendizado bem como 

aumentar a susceptibilidade à ansiedade e à depressão na prole (Fisch et al., 2019; 

Silveira et al., 2022). Padrões alimentares maternos inadequados durante a 

gestação também estão associados a pontuações em testes de inteligência mais 

baixos, desregulação no comportamento emocional e aumento da probabilidade de 

sintomas de hiperatividade e desatenção (Pina-Camacho et al., 2015; Freitas-Vilela 

et al., 2018; Galera et al., 2018). Já a ingestão materna de uma dieta de melhor 

qualidade durante a gravidez foi associada a melhores habilidades visuais espaciais 

na primeira infância e uma melhor inteligência e função executiva na prole na 

metade da infância (Mahmassani et al., 2022). Assim, considerando os achados 

descritos acima, a nutrição materna durante a gestação impacta na cognição da 

prole, reforçando a importância do estudo deste tópico. 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

  Considerando que: a) a suplementação de ácido fólico durante a gestação é 

amplamente recomendada e seu excesso pode ser prejudicial à prole e b) dietas 

hiperproteicas estão sendo altamente consumidas por mulheres em fase reprodutiva 

e os efeitos do seu consumo em longo prazo no SNC da prole ainda não são 

totalmente compreendidos, é de extrema importância avaliar o efeito da exposição de 

ratas Wistar a estes nutrientes durante toda a gestação avaliando o seu impacto no 

comportamento e neuroquímica da prole. Nossa hipótese é que o consumo de uma 

dieta hiperproteica ou a suplementação com ácido fólico durante toda a gestação 

causará alterações comportamentais e neuroquímicas de maneira duradora na prole 

de ratos machos, pois durante a gestação ocorre o transporte placentário de ácido 

fólico e de aminoácidos para o feto, e estes nutrientes podem chegar ao cérebro fetal 

em uma fase crítica do seu neurodesenvolvimento. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 
O objetivo geral da tese foi avaliar as possíveis alterações causadas pela 

suplementação de ácido fólico ou consumo de dieta hiperproteica durante toda a 

gestação de ratas Wistar sobre: parâmetros comportamentais (relação mãe-filhote, 

memória, comportamento do tipo ansioso/depressivo e motricidade), bem como 

analisar parâmetros neuroquímicos no córtex cerebral e soro da prole de ratos 

machos. 

3.2 Objetivos específicos 

  Os objetivos específicos da presente tese foram subdivididos em dois (2) 

capítulos, os quais correspondem a 2 artigos científicos, respectivamente: 

3.2.1 Capítulo I 

Avaliar os efeitos da suplementação com ácido fólico durante toda a gestação 

de ratas Wistar sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos no córtex cerebral 

da prole de ratos machos, analisando: 

 a qualidade do cuidado materno; 
 

 a preferência olfatória da prole pelo odor maternal; 
 

 o comportamento exploratório e locomotor por meio do teste de campo 

aberto; 

 a memória de longa duração utilizando o teste de reconhecimento de 

objetos; 

 o comportamento do tipo ansioso através dos testes de labirinto em 

cruz elevado e transição claro-escuro; 
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 o comportamento do tipo depressivo realizando o teste de depressão 

relacionada à alimentação;a motricidade pelos testes da escada 

horizontal, da trave de equilíbrio e rotarod; 

 plasticidade sináptica por meio do imunoconteúdo da sinapsina I; 
 

 alguns parâmetros de estresse oxidativo, a saber: níveis de EROS, 

níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

conteúdo de sulfidrilas e de GSH; 

  a atividade de algumas enzimas antioxidantes, a saber: SOD, CAT e 

GPx; 

 alguns parâmetros  de estresse nitrativo, a saber:  níveis  de nitritos, 

imunoconteúdo e expressão da iNOS; 

 a expressão de citocinas inflamatórias incluindo TNF-α, IL-1β, IL-6 e a 

quimiocina MCP-1, bem como a citocina anti-inflamatória IL-10. 

 

3.2.2 Capítulo II 

 
Avaliar os efeitos do consumo de uma dieta hiperproteica durante toda a 

gestação de ratas Wistar sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos no 

córtex cerebral da prole de ratos machos, analisando: 

 a qualidade do cuidado materno; 

 

 a preferência olfatória da prole pelo odor maternal; 
 

 o comportamento exploratório e locomotor por meio do teste de campo 

aberto; 

 a memória de longa duração utilizando o teste de reconhecimento de 

objetos; 
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 o comportamento do tipo ansioso através dos testes de labirinto em 

cruz elevado e transição claro-escuro;  

 o comportamento do tipo depressivo realizando o teste de depressão 

relacionada à alimentação; 

 a motricidade pelos testes da escada horizontal, da trave de 

equilíbrio e rotarod; 

 a concentração de aminoácidos (aspartato, glutamato, serina, histidina, 

glutamina, glicina, alanina, tirosina, triptofano, metionina, valina, 

fenilalanina, isoleucina, leucina, ornitina e lisina) no soro e córtex 

cerebral; 

 os níveis de homocisteína no soro e córtex e cerebral; 
 

 alguns parâmetros de estresse oxidativo, a saber: níveis de EROS, 

níveis de TBARS, conteúdo de sulfidrilas e GSH; 

  a atividade de algumas enzimas antioxidantes, a saber: SOD, CAT e 

GPx; 

 parâmetros de estresse nitrativo, a saber: níveis de nitritos e a 

expressão de iNOS; 

 a expressão de citocinas inflamatórias incluindo TNF-α, IL-1β, IL-6 e a 

quimiocina MCP-1, bem como a citocina anti-inflamatória IL-10. 
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4 METODOLOGIA E RESULTADOS 
 

A metodologia e os resultados serão apresentados em 2 capítulos. Os 

capítulos I e II correspondem a artigos científicos que serão apresentados 

posteriormente. No artigo científico do capítulo I foi utilizado   o modelo experimental 

de suplementação com ácido fólico durante a gestação. Já no artigo científico do 

capítulo II, utilizamos o modelo de dieta hiperproteica gestacional. 

 

4.1 Modelo de suplementação com ácido fólico durante a gestação 

 
Após a confirmação do acasalamento, o qual foi considerado o dia zero de 

gestação (G0), as fêmeas prenhes foram randomizadas em 2 grupos experimentais: 

1) grupo controle e 2) grupo suplementado com ácido fólico. A dieta padrão continha 

2 mg de ácido fólico por kg de dieta e a dieta suplementada teve a adição de 2 mg 

de ácido fólico por kg de dieta (totalizando 4 mg de ácido fólico por kg de dieta) 

(Deniz et al., 2018a; 2018b). As ratas prenhes receberam as dietas experimentais 

somente durante a gestação. Após o nascimento dos filhotes, as mães e a prole 

receberam somente dieta padrão (2 mg de ácido fólico por kg de dieta). Nos 

primeiros 10 dias de vida da prole foi realizado diariamente a avaliação da qualidade 

do cuidado materno. Aos 10 dias pós-natal os filhotes foram submetidos ao teste de 

preferência olfatória da prole pelo odor maternal. Aos 21 dias pós-natal, os filhotes 

foram submetidos a testes comportamentais a fim de analisar a atividade 

locomotora, memória, comportamento do tipo ansioso e depressivo e a motricidade. 

Após a realização dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados e o 

córtex cerebral total foi coletado para a realização das análises bioquímicas. 
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4.2 Modelo de consumo de dieta hiperproteica durante a gestação 

 
Após a confirmação do acasalamento, o qual foi considerado o dia zero de 

gestação (G0), as fêmeas prenhes foram randomizadas em dois grupos 

experimentais: 1) grupo controle e 2) grupo dieta hiperproteica. A dieta padrão 

continha 20% de proteína e a dieta hiperproteica foi composta de 50% de proteína 

(Maredsous et al., 2016). As ratas prenhes receberam as dietas experimentais 

somente durante a gestação. Após o nascimento dos filhotes, as mães e a prole 

receberam somente dieta padrão (20% de proteína). Nos primeiros 10 dias de vida 

da prole foi realizado diariamente a avaliação da qualidade do cuidado materno. Aos 

10 dias pós-natal os filhotes foram submetidos ao teste de preferência olfatória da 

prole pelo odor maternal. Aos 21 dias pós-natal, os filhotes foram submetidos a 

testes comportamentais a fim de analisar a atividade locomotora, memória, 

comportamento do tipo ansioso e depressivo e a motricidade. Após a realização dos 

testes comportamentais, os animais foram eutanasiados e o córtex cerebral total e 

soro foram coletados para a realização das análises bioquímicas. 
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Figura 4: Linha do tempo dos modelos e das análises experimentais. DPN: dia pós- 

natal, ERDT: teste de depressão relacionada à alimentação, G: dia gestacional. 
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4.3 Capítulo I 

 
 
 
 

Folic acid supplementation during pregnancy alters behavior in male rat 

offspring: nitrative stress and neuroinflammatory implications 

 
 
 
 
 
 

Josiane Silva Silveira, Osmar Vieira Ramires Júnior, Felipe Schmitz, 

Fernanda Silva Ferreira, Fabiana Cristina Rodrigues, Robson Coutinho Silva, 

Luiz Eduardo Baggio Savio, Angela T. S. Wyse. 
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4.4 Capítulo II 

 
 
 

 

High-protein nutrition during pregnancy increases neuroinflammation and 

homocysteine levels and impairs behavior in male adolescent rats 

offspring 

 

 

Josiane Silva Silveira, Osmar Vieira Ramires Júnior, Felipe Schmitz, Fernanda Silva 

Ferreira, Fabiana Cristina Rodrigues, Marion Deon, Graziella Ribas, Robson 

Coutinho-Silva, Carmen Regla Varga, Luiz Eduardo Baggio Savio, Angela T. S. 

Wyse. 
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5 DISCUSSÃO 

  Na presente tese, demonstramos que a suplementação com ácido fólico e o 

consumo de dieta hiperproteica durante toda a gestação causaram prejuízos 

comportamentais e neuroquímicos no córtex cerebral da prole de ratos machos 

adolescentes, confirmando nossa hipótese inicial. Escolhemos realizar as análises 

experimentais em ratos adolescentes, pois as primeiras semanas do período pós-

natal são caracterizadas por intensa sinaptogênese, mielinização e gliogênese, uma 

vez que o desenvolvimento do cérebro em roedores não é concluído ao nascimento 

(Rice et al., 2000; Gilmore et al., 2018). Para a realização das análises bioquímicas a 

estrutura escolhida foi o córtex cerebral total, uma vez que tal região desempenha um 

importante papel em diversos comportamentos, tais como percepção, função motora, 

cognição, memória e aprendizagem (Essen et al., 2018; Natale et al., 2021). 

No artigo I, demonstramos que a suplementação com ácido fólico durante 

toda a gestação não prejudicou a relação mãe-filhote, mas causou déficit de 

memória, alterações na motricidade e prejudicou a aprendizagem motora, bem como 

aumentou o comportamento do tipo ansioso e depressivo na prole. A ingestão de 

ácido fólico por ratas prenhes resultou também na indução de estresse nitrativo e de 

neuroinflamação no córtex cerebral da prole. Esses resultados são relevantes devido 

à sua correlação com gestantes que amplamente recebem suplementação com 

ácido fólico durante a gestação.  

Evidências mostraram que a dieta durante a gestação pode alterar o cuidado 

materno e, consequentemente, impactar no neurodesenvolvimento da prole 

(Fairbanks et al., 2010; Purcell et al., 2011; Tang et al., 2014; Bstista et al., 2017). 

Não observamos diferenças entre os grupos controle e ácido fólico no cuidado 
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materno total e na frequência de cuidados maternos. No entanto, as mães do grupo 

ácido fólico passaram menos tempo fora do ninho quando comparado ao grupo 

controle, indicando que elas passaram mais tempo no ninho com os seus filhotes. 

Evidências mostram o olfato no início da vida desempenha um importante papel 

na sobrevivência da prole, bem como na manutenção dos cuidados maternos (Meyer 

et al., 2016). O desempenho da prole no teste de preferência olfatória pelo odor 

maternal não foi afetado pela suplementação com ácido fólico durante a gestação. 

De acordo com estudos anteriores, o cuidado materno influencia significativamente 

nos resultados do teste de preferência pelo odor maternal (Uriarte et al., 2007; 

Kojima et al., 2009). Acreditamos que não foram observadas alterações no teste de 

preferência pelo odor maternal devido aos cuidados maternos não terem sido 

prejudicados. Assim, em nosso estudo, a suplementação com ácido fólico durante a 

gestação não prejudicou a relação mãe-filhote. 

O estado nutricional durante a gravidez tem um importante impacto no 

desenvolvimento neurológico e nas funções cognitivas da prole (Gresham et al., 

2014; Grieger et al., 2014; Chu et al., 2019; Neves et al., 2020). No presente estudo, 

foi observado que a suplementação com ácido fólico durante toda a gestação 

causou um déficit de memória de longo prazo na prole. Bahous e colegas (2017) 

observaram que ingestão de folato durante a gestação levou à deficiência de 

pseudo-metileno tetrahidrofolato redutase, causando distúrbios no metabolismo 

da acetilcolina, diminuição do volume hipocampal e déficit de memória na prole. 

Nesse contexto, estudos identificaram que a suplementação de ácido fólico durante 

a gestação pode provocar na prole uma diminuição nos níveis de neurotrofinas como 

NGF e BDNF (Sable et al., 2012; 2014). Além disso, Brocardo e colegas (2008) 
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observaram que o ácido fólico é capaz de inibir os receptores NMDA. Os receptores 

NMDA estão envolvidos na formação da memória (Crair et al., 1995; Feldman et al., 

1999). Sugerimos que a suplementação com ácido fólico durante toda a gestação 

pode causar inibição destes receptores e afetar a memória da prole. Baseado nos 

resultados encontrados no teste de reconhecimento de objetos, decidimos analisar o 

imunoconteúdo da proteína sinapsina I no córtex cerebral da prole. Não 

identificamos diferenças entre os grupos controle e ácido fólico no imunoconteúdo 

da sinapsina I. Assim, nossos achados demonstram que a suplementação com ácido 

fólico durante gestação prejudica a memória de longo prazo da prole independente 

do imunoconteúdo de sinapsina I. 

Estudos epidemiológicos evidenciam que a exposição a um ambiente adverso 

durante a gravidez eleva o risco de desenvolvimento de transtornos psiquiátricos na 

prole (Degroote et al., 2016; Tuovinen et al., 2021). Neste contexto, foi observado 

que a prole do grupo ácido fólico apresentou um aumento do comportamento do tipo 

ansioso no teste do labirinto em cruz elevado. Entretanto, não observamos 

diferenças estatísticas entre os grupos no teste de transição claro-escuro. 

Semelhante aos nossos resultados, Matsumoto e colaboradores (2016) 

demonstraram que a prole de ratas suplementadas com ácido fólico durante a 

gestação apresentou um aumento no comportamento do tipo ansioso, evidenciado 

pela diminuição do número de entradas nos braços abertos. Contrário aos nossos 

resultados, Barua e colegas (2014) não demonstraram alterações no teste do 

labirinto em cruz elevado em camundongos que receberam ácido fólico durante a 

gestação. Curiosamente, alguns estudos clínicos realizados em humanos 

observaram que a deficiência de folato durante a gravidez tem sido associada à 
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ansiedade (Steenweg et al., 2012; Anjos et al., 2013). Nossos resultados da 

avaliação do comportamento do tipo ansioso estão em concordância com estudos 

anteriores que mostraram que diferentes testes de ansiedade parecem refletir 

diferentes níveis de ansiedade (Holmes et al., 2001). 

Fatores exógenos, como uma dieta enriquecida ou deficiente em nutrientes, 

como aminoácidos e vitaminas podem modificar a síntese de neurotransmissores 

podendo contribuir para o desenvolvimento de depressão (Marx et al., 2021). No 

teste de depressão relacionada à alimentação, identificamos um aumento na 

latência para a primeira mordida no grupo ácido fólico quando comparado ao grupo 

controle. Este teste avalia a anedonia em uma situação onde há um conflito entre a 

recompensa alimentar e a ansiedade (Ansorge et al., 2004). Zheng e colegas (2020) 

identificaram que a ingestão total de folato natural foi inversamente associada com 

sintomas depressivos, enquanto o ácido fólico sintético não foi. Contrário aos nossos 

resultados, Matsumoto e colegas (2016) demonstraram que a prole de ratas 

suplementada com ácido fólico durante a gestação não apresentou alteração da 

motivação para ingestão de alimentos, isto pode ser devido a uma menor dose de 

ácido fólico utilizada neste estudo (3mg/kg).  

Estudos em pacientes com doenças neuropsiquiátricas, a deficiência de folato 

tem sido associada a baixos níveis de serotonina no LCR e a suplementação de 

ácido fólico restaura os níveis desse neurotransmissor (Hyland et al., 2010; Pan et 

al., 2017). Em resumo, os resultados encontrados na literatura sobre a 

suplementação de ácido fólico e depressão são conflitantes, e estudos devem ser 

realizados sobre este tema principalmente durante  o período gestacional. 

Estudos clínicos e pré-clínicos mostraram que a suplementação da dieta 



85  

durante a gravidez pode impactar na função motora da prole (Georgief et al., 2018). 

No teste da escada horizontal, observamos um aumento no tempo para atravessar a 

escada, no número de erros, bem como na porcentagem de erros no grupo ácido 

fólico quando comparado ao grupo controle. No rotarod, verificamos um aumento no 

número de quedas (teste: dia 1) no grupo ácido fólico quando comparado ao grupo 

controle. No entanto, não observamos diferenças entre os grupos controle e ácido 

fólico no número de quedas (teste: dia 2). Esses resultados mostraram que os 

animais do grupo ácido fólico apresentaram a capacidade de aprendizagem motora 

preservada. De acordo com os nossos resultados, um estudo de coorte prospectivo 

mostrou que crianças de um ano de idade nascidas de mães que relataram 

consumir doses de ácido fólico superiores a 5000 μg/dia tiveram um prejuízo no 

desenvolvimento psicomotor em comparação com mães que consumiram doses de 

400-1000 μg/dia (Valera-Gran et al., 2014). Chu e colegas (2019) observaram que 

camundongos machos que consumiram água suplementada com ácido fólico (3,75 

mg/L) tiveram uma aprendizagem motora deficiente e um aumento na expressão do 

gene 2 de resposta ao crescimento precoce (Egr2). Camundongos deficientes em 

Egr2 mostraram melhor desempenho na aprendizagem motora no rotarod (Poirier et 

al., 2007). 

O estresse oxidativo/nitrativo durante a gravidez é uma condição que ocorre 

principalmente porque a placenta é rica em mitocôndrias. Durante a gestação, a 

placenta sofre alterações de um ambiente hipóxico para um ambiente rico em 

oxigênio. Com isso, mecanismos de defesas contra os danos dos radicais livres 

aumentam à medida que a gravidez progride (Lymperaki et al., 2015; Wu et al., 

2016). Primeiramente, demonstramos no grupo ácido fólico uma diminuição nos 
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níveis de EROs no córtex cerebral da prole quando comparado ao grupo controle. 

Observamos também um aumento nos níveis de nitritos no grupo ácido fólico 

quando comparado ao grupo controle. No entanto, a suplementação com ácido fólico 

durante a gestação não alterou a expressão e o imunoconteúdo da iNOS no córtex 

cerebral da prole. Um aumento nos níveis de nitritos sugere que pode haver um 

aumento na produção de ERN. O aumento nos níveis de nitritos observado no 

córtex cerebral da prole pode estar relacionado com a atividade de outras enzimas 

que produzem óxido nítrico, tais como a nNOS e a eNOS. O folato pode regular a 

produção de NO e de EROs (Stanhewicz et al., 2017). A formação de iNOS 

depende da presença do cofator BH4 e de substrato disponível para acoplar a 

oxidação da l-arginina à redução do oxigênio molecular para produzir NO (Jones et 

al., 2019). A enzima DHFR dependente de folato tem um papel na redução de BH2 

a BH4 através da via de salvamento de BH4 (Crabtree et al., 2011). Uma 

diminuição na formação de BH4, leva ao desacoplamento enzimático da iNOS e 

aumento da produção de EROs (Crabtree et al., 2009; 2011). O 5-MTHF pode ligar-

se ao sítio ativo da iNOS e mimetizar a ação da BH4, promovendo a síntese de 

óxido nítrico e uma redução na produção de EROs (Chalupsky et al., 2015). O folato 

regula a produção de EROs indiretamente através da prevenção do desacoplamento 

da iNOS. Além disso, o folato pode reduzir a produção de EROs agindo 

diretamente como antioxidante (Joshi et al., 2001; Rezk et al., 2003). Tais 

mecanismos citados acima podem explicar parcialmente o aumento dos níveis de 

nitritos e a diminuição da produção de EROs no córtex cerebral da prole de ratas 

que foram suplementadas com ácido fólico durante toda a gestação. 

A suplementação com ácido fólico pode afetar a metilação de genes anti- 
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inflamatórios e pró-inflamatórios (O’Neill et al., 2014). A partir disso, estudos têm 

mostrado que a relação entre folato e inflamação depende do momento da 

suplementação, da dosagem, dos genes metilados e da interação com o meio 

ambiente (Jones et al., 2019). Identificamos um aumento na expressão gênica de 

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e MCP-1 no córtex cerebral no grupo ácido fólico quando 

comparado ao grupo controle. As citocinas inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 são 

produzidas principalmente por células da microglia em resposta ao desequilíbrio 

homeostático do sistema nervoso central (Becher et al., 2017). A citocina TNF-α 

diminui a captação de glutamato pelos astrócitos e pode aumentar a 

excitotoxicidade. A secreção da citocina IL-1β está fortemente relacionada à 

exacerbação de doenças neurodegenerativas (Clark et al., 2016). A quimiocina 

MCP-1 neuronal é essencial para a quimioatração de monócitos para o local da 

inflamação no sistema nervoso central (Howe et al., 2017).  

Em nosso estudo, observamos um aumento da citocina anti-inflamatória IL-10 

que pode ser devido a um mecanismo compensatório para tentar diminuir o 

processo neuroinflamatório. Com base em nossos resultados, podemos sugerir que 

o aumento da neuroinflamação observado no córtex cerebral pode estar associado 

às alterações comportamentais observadas na prole.  

Os resultados obtidos no artigo I reforçam a importância do uso do ácido 

fólico na dose e período recomendados pela OMS, além do consumo de uma dieta 

balanceada durante todo o período gestacional, principalmente de nutrientes 

doadores de grupo metila, como o ácido fólico, o qual pode afetar o comportamento 

e a neuroquímica da prole. 

Em relação ao artigo II, observamos um aumento nos níveis de homocisteína 
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no córtex cerebral, bem como uma redução dos níveis de histidina no soro da prole 

de ratas que consumiram dieta hiperproteica durante toda a gestação. 

Demonstramos também um aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias no 

córtex cerebral deste grupo. O consumo da dieta hiperproteica não prejudicou a 

relação mãe-filhote. Nossos achados também evidenciaram prejuízos na memória e 

motricidade, bem como aumento do comportamento do tipo ansioso na prole de 

ratas suplementadas com dieta hiperproteica durante toda a gestação. 

Os aminoácidos são importantes para a síntese de proteínas e outras 

moléculas como catecolaminas, creatina, dopamina, óxido nítrico, poliaminas e 

hormônios (Wu et al., 2017). A ingestão de uma dieta rica em proteínas aumenta a 

formação de metabólitos de aminoácidos como homocisteína, sulfeto de hidrogênio 

e amônia, que podem prejudicar a sobrevivência e o crescimento embrionário e fetal 

(Taylor et al., 2016; Wu, 2016). Nosso estudo demostrou que o consumo de uma 

dieta hiperproteica durante a gestação diminui os níveis de histidina no córtex 

cerebral da prole. A histidina é um aminoácido essencial que participa da síntese de 

proteínas e é um precursor da histamina (Moro et al., 2020). A histamina 

desempenha um importante papel como neurotransmissor regulando o humor, o 

ciclo do sono, a aprendizagem, a memória, o estado de alerta, o apetite e a 

percepção da dor (Carthy et al., 2021). Foi observado que a dieta hiperproteica 

causou um aumento significativo nos níveis de homocisteína no córtex cerebral da 

prole. A homocisteína é um aminoácido que contém enxofre e é derivada do 

metabolismo da metionina (Skovierová et al., 2016). Um aumento nos níveis de 

homocisteína tem sido associado ao estresse oxidativo, exacerbação da inflamação, 

alterações metabólicas e comportamentais (Loureiro et al., 2010; Pierozan et al., 



89  

2018; Wyse et al., 2020; dos Santos et al., 2021; Ramires-Junior et al., 2022). 

A ativação imune materna durante a gestação pode ser um fator de risco para 

alterações neurológicas observadas na prole que posteriormente se manifestam 

como distúrbios comportamentais (Knuesel et al., 2014; Ziats et al., 2015). 

Verificamos a presença de neuroinflamação no córtex cerebral da prole causada 

pela suplementação com dieta hiperproteica durante toda a gestação. 

Demonstramos um aumento da expressão gênica de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e 

MCP-1 na prole de ratas que consumiram dieta hiperproteica. A microglia ativada 

produz citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, e IL-6 que ativam os 

astrócitos, podendo resultar em morte e disfunção neuronal e estão envolvidas na 

patogênese de doenças neurodegenerativas (Jacobs et al., 2012; Wang et al., 2015). 

A proteína MCP-1 neuronal é uma quimiocina que induz o acúmulo de monócitos no 

local da inflamação (Guzman-Martinez et al., 2019). Corroborando com os nossos 

resultados, Maurer e colegas (2011) mostraram que o consumo materno de uma 

dieta rica em proteínas (40%) durante a gravidez e a lactação aumentaram os níveis 

de IL-6 no tecido adiposo marrom da prole.  

Curiosamente, em nosso estudo, observamos um aumento da expressão da 

citocina anti-inflamatória IL-10 na prole de ratas que consumiram dieta 

hiperproteica. Esse aumento de IL-10 pode ser devido a um mecanismo 

compensatório para controlar o processo neuroinflamatório causado pelo aumento 

de TNF-α, IL-1β, IL-6 e MCP-1. Com base em nossos resultados, sugerimos que o 

aumento da neuroinflamação observado no córtex cerebral pode estar associado as 

alterações comportamentais identificadas na prole de ratas que consumiram dieta 

hiperproteica durante toda a gestação. 
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A nutrição materna durante a gravidez influencia o neurodesenvolvimento da 

prole, especialmente os processos cognitivos, como a memória (Ge et al., 2021; 

Cortés-Álvarez et al., 2022). Nossos achados mostram que o consumo de uma dieta 

hiperproteica durante a gestação prejudicou a memória de longo prazo da prole, 

sugerimos que o comprometimento da memória observada na prole pode estar 

associado em parte com a diminuição dos níveis de histidina e aumento dos níveis 

de homocisteína no córtex cerebral. A histidina é um neurotransmissor que controla 

uma ampla variedade de processos neurobiológicos e funções comportamentais, 

como a memória. A histamina é sintetizada a partir da histidina através da catálise 

da histidina descarboxilase (Moro et al., 2020). Níveis baixos de histamina podem 

causar prejuízos comportamentais, como depressão, redução da motivação, 

prejuízos motores, dificuldade na aprendizagem e déficits de memória (Leppik et al., 

2018; Solís-Ortiz et al., 2021; Nakamura et al., 2022). Uma redução dos níveis de 

histamina também é observada na Doença de Alzheimer (Haas et al., 2008). Esses 

resultados sugerem que o consumo de uma dieta hiperproteica durante toda a 

gestação diminui os níveis de histidina na prole e consequentemente pode reduzir a 

produção de histamina, o que pode contribuir para o comprometimento da memória 

na prole. 

O aumento dos níveis de homocisteína é um importante fator de risco para 

doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer (Cordaro et al., 2021). 

Recentemente, Ramires-Junior e colegas (2022) demostraram déficit de memória de 

trabalho e  diminuição da proteína sinapsina I no hipocampo em um modelo de 

hiper-homocisteinemia leve crônica em ratos. Assim, devido às alterações 

neuroquímicas causadas pela homocisteína que podem prejudicar a memória, 
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sugerimos que o consumo de uma dieta hiperproteica durante a gestação aumenta 

os níveis de homocisteína na prole e consequentemente, pode ser um dos fatores 

associados ao déficit de memória observado na prole. 

A dieta materna enriquecida ou deficiente em nutrientes durante a gravidez, 

como aminoácidos e vitaminas pode modificar a síntese de neurotransmissores e 

contribuir para o desenvolvimento de doenças psiquiátricas (Marx et al., 2021; 

Siveira et al., 2022). Na análise do teste de transição claro-escuro, nossos 

resultados revelam um aumento do comportamento do tipo ansioso na prole de ratas 

suplementadas com dieta hiperproteica durante toda a gestação. A dieta materna 

também pode influenciar o comportamento alimentar da prole. No teste de 

depressão relacionada à alimentação, identificamos uma diminuição na latência para 

a primeira mordida no grupo dieta hiperproteica. Esse teste analisa os níveis de 

depressão e motivação para comer após privação alimentar e a anedonia em uma 

situação onde há um conflito entre recompensa alimentar e ansiedade (Ansorge et 

al., 2004). Kanitz e colegas (2012) observaram que uma dieta rica em proteínas 

(30%) durante a gestação altera a expressão de genes que controlam a produção do 

hormônio glicocorticóide no hipotálamo fetal de porcos, causando um desequilíbrio 

no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal com consequências duradouras na prole. A 

desregulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal pode causar doenças 

neuropsiquiátricas como a ansiedade (Sheng et al., 2021).  

O aumento nos níveis de homocisteína tem sido fortemente associado a 

distúrbios neuropsiquiátricos, como esquizofrenia, transtorno bipolar, autismo, 

depressão e ansiedade (Kinoshita et al., 2013; Nabi et al., 2013; Vuksan-Cusa et 

al., 2013; Hrncic et al., 2016; Józefczuk et al., 2017; Wyse et al., 2020). Uma das 
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causas do aumento do comportamento do  tipo ansioso observado no grupo dieta 

hiperproteica pode ter sido o aumento nos níveis de homocisteína no córtex cerebral 

da prole. O déficit de histamina neuronal está envolvida em várias doenças 

neurológicas, incluindo narcolepsia, distúrbios alimentares, síndrome de Tourette, 

depressão e ansiedade (Haas et al., 2008). A diminuição dos níveis de histidina 

observada na prole exposta a uma dieta hiperproteica durante a gestação pode ter 

alterado o sistema histaminérgico no SNC e, consequentemente, pode ter 

contribuído para o desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso. Assim, um 

aumento na concentração de homocisteína e uma diminuição dos níveis de histidina 

observados em nosso estudo pode ter contribuído para o aumento do 

comportamento do tipo ansioso na prole. 

Evidências mostram o tipo de dieta consumida durante a gravidez pode afetar 

a motricidade da prole (Georgief et al.,, 2018). Nossos resultados demonstram um 

prejuízo na motricidade da prole de ratas suplementadas com dieta hiperproteica 

durante a gestação evidenciada nos testes da escada horizontal e da trave de 

equilíbrio. Em parte, o aumento nos níveis homocisteína na prole pode ter 

contribuído para o comprometimento motor. Estudos têm relacionado o aumento dos 

níveis de homocisteína a alterações na função muscular, prejuízos na coordenação 

motora e locomoção (Veeranki et al., 2015; Gales et al., 2018). Estudos demonstram 

que a composição da dieta pode alterar a bioquímica muscular (Braggion et al., 

2016; Sohel et al., 2020). Em nosso estudo mostramos que a dieta hiperproteica 

consumida durante toda a gestação diminui os níveis de histidina no córtex cerebral 

da prole. A histidina é precursor da carnosina (Brosnan et al., 2020). A carnosina 

contribui para a contratilidade e homeostase do músculo esquelético, através de seu 
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papel como antioxidante, tampão de pH e regulador de cálcio (Caruso et al., 2012; 

Boldyrev et al., 2013). Portanto, o prejuízo na motricidade observado na prole pode 

ser associado em parte com a diminuição dos níveis de histidina e a provável 

diminuição dos níveis de carnosina. Novos estudos são necessários para elucidar tal 

mecanismo. 

Algumas limitações devem ser consideradas nos achados dessa tese. Em 

primeiro lugar, devido à diferença entre espécies, nossos resultados não devem ser 

diretamente extrapolados para humanos. Os roedores são, em muitos aspectos, 

biologicamente e psicologicamente semelhantes aos humanos, tais como em 

características de dor, medo e sofrimento. No entanto, as evidências demonstram 

que as diferenças entre as espécies na fisiologia e genética, bem como a exposição 

a procedimentos laboratoriais podem resultar em desfechos expressivamente 

diferentes em humanos (Akhtar et al., 2015). Outra limitação refere-se ao período o 

qual foi realizada a suplementação com ácido fólico ou o consumo de dieta 

hiperproteica durante a gestação. A suplementação com ácido fólico ou o consumo 

de dieta hiperproteica durante todo o período perinatal ou apenas durante a lactação 

pode causar outros efeitos que não foram encontrados nesse estudo. Em nosso 

estudo realizamos as análises experimentais na prole de ratos machos. No presente 

estudo, optamos por realizar os experimentos somente com a prole de ratos machos 

pois as fêmeas são suscetíveis às flutuações hormonais que ocorrem durante o ciclo 

estral (Beery et al., 2011). Além disso, vários estudos mostraram que o ciclo estral 

pode afetar o resultado dos testes comportamentais (Meziane et al., 2007; 

Prendergast et al., 2014; Kokras et al., 2015; Chari et al., 2020). Nesse contexto, a 

prole feminina poderia apresentar diferentes respostas a suplementação de ácido 
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fólico e dieta hiperproteica durante o período gestacional. Uma vez que placenta da 

prole masculina é mais dependente da dieta materna e a transferência de 

nutrientes é mais eficiente porque possui uma menor capacidade de armazenamento 

comparada com a placenta da prole de fêmeas (Eriksson et al., 2010). 

Os achados observados nos capítulos I e II desta tese nos permitem concluir 

que a suplementação com ácido fólico ou o consumo de dieta hiperproteica durante 

toda a gestação de ratas Wistar causaram prejuízos comportamentais e 

neuroquímicos na prole de ratos machos. Nosso estudo representa um importante 

passo na exploração dos efeitos da composição da dieta materna consumida por 

ratas prenhes durante toda a gestação, uma vez que fornece evidências de 

desfechos desfavoráveis sobre a prole.  
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6 CONCLUSÕES 
 

Os resultados da presente tese permitem concluir que: 

CAPÍTULO I:  

  A dieta suplementada com 4 mg/kg de ácido fólico durante toda a gestação 

prejudicou a memória e a motricidade da prole quando comparada ao controle. 

Também foi observado um aumento no comportamento do tipo ansioso e depressivo 

neste grupo, bem como os níveis de nitritos aumentaram no córtex cerebral da prole. 

Entretanto, o imunoconteúdo e a expressão de iNOS não foram alterados. Além 

disso, identificamos um aumento na expressão gênica de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e 

da MCP-1 no córtex cerebral da prole suplementada com ácido fólico ao longo da 

gestação. 

 

Figura 5: Resumo dos resultados do capítulo I (Silveira et al., 2022). 
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CAPÍTULO II: 

  Os resultados evidenciam um aumento nos níveis de homocisteína e na 

expressão gênica de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e da MCP-1 no córtex cerebral da 

prole de ratas prenhes que consumiram dieta hiperproteica (50%) durante toda a 

gestação. Além de diminuir os níveis de histidina no soro da prole. Os resultados 

também revelaram prejuízos na memória e motricidade e um aumento do 

comportamento do tipo ansioso na prole suplementada com dieta hiperproteica 

durante a gestação.  

 

Figura 6: Resumo dos resultados do capítulo II. 

Em conjunto, nossos resultados demonstram que alterações na dieta materna 

tais como suplementação com ácido fólico e consumo de dieta hiperproteica 

durante todo o período gestacional, podem provocar alterações comportamentais e 

neuroquímicas na prole. Nossos resultados reforçam a importância do consumo de 

uma dieta equilibrada durante o período gestacional, onde o consumo de nutrientes, 
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principalmente de doadores de grupo metila, pode impactar no desenvolvimento da 

prole. Nossos achados fornecem uma base para a melhor compreensão de que a 

exposição do feto a um ambiente intrauterino adverso pode provocar alterações 

duradouras na prole. Além disso, fornece evidências adicionais para a compreensão 

dos resultados bioquímicos e comportamentais associados à suplementação de 

ácido fólico ou à exposição à dieta hiperproteica durante toda a gestação. Assim, 

mais estudos são necessários, principalmente relacionados à análise de mudanças 

epigenéticas, dimorfismo sexual e alterações ao longo da vida da prole de mães 

suplementadas com ácido fólico ou dieta hiperproteica durante toda a gestação. 



98  

7 PERSPECTIVAS 
 

Avaliar na prole de ratas Wistar submetidas à suplementação de ácido fólico 

ou ao modelo de dieta hiperproteica gestacional: 

1. o metabolismo energético e parâmetros relacionados à função mitocondrial; 

 
2. o metabolismo da glicose; 

3. avaliação das modificações epigenéticas; 

 
4. avaliar se as alterações observadas nesta tese persistem na prole em ratas 

fêmeas. 
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