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RESUMO

A vitamina C (acido ascoOrbico) € um antioxidante que esta envolvido na
ansiedade, memoria, estresse, fadiga, depressdo e estado de humor. O estresse
oxidativo pode desencadear disturbios neuropsicoldégicos e o0s antioxidantes
desempenham um importante papel terapéutico e beneficiam funcbes cognitivas
relacionadas ao processo de envelhecimento. O enriquecimento ambiental promove
bem-estar em animais e reduz niveis de ansiedade e déficits de memoria. Neste
contexto, surge a hipotese que a suplementacao de vitamina C poderia influenciar a
cognicdo e potencializar os efeitos comportamentais em animais crescidos em
ambiente enriquecido. Adicionalmente, poucos estudos avaliaram a consequéncia
dos efeitos da suplementacdo de vitamina C sobre a ansiedade e memdria em
humanos escolarizados, bem como a potencializacdo de efeitos do enriquecimento
ambiental em animais envelhecidos. Assim, dois estudos foram conduzidos. O
primeiro examinou os efeitos da suplementacédo da vitamina C em 42 estudantes do
ensino médio, um estudo randomizado, duplo cego, controlado por placebo. Os
estudantes foram suplementados com vitamina C (500 mg/dia) ou placebo. As
concentragfes plasmaticas de vitamina C e a presséo arterial foram medidas antes
da intervencdo e um dia depois da intervencdo e os testes neuropsicoldgicos de
ansiedade e memoria foram conduzidos a cada estudante antes e depois de 14 dias
de suplementacdo. Os resultados demonstraram que a vitamina C reduziu os niveis
de ansiedade (p < 0,01) e conduziu a um aumento da concentracdo plasmatica de
vitamina C comparada ao placebo (p < 0,001). As médias das frequéncias cardiacas
foram significativamente diferentes entre o grupo vitamina C e o grupo placebo
(p < 0,05). Ademais, a vitamina C aumentou o escore nas tarefas de copia (p < 0,05)
e reproducdo de memoria (p < 0,001) das Figuras Complexas de Rey; na memoria
l6gica | (p < 0,001) e memodria légica Il (p < 0,001) e na repeticdo de digitos indiretos
(p < 0,05) da Escala de Memdéria Weschler, apés a intervencao. O segundo estudo
investigou os efeitos da vitamina C combinada com um ambiente enriquecido em
ratos de meia-idade (14 meses de idade). A metade dos animais foi alojada pos-
desmame até 13 meses em um ambiente enriquecido, enquanto a outra metade foi
mantida em ambiente padrdo. Os animais receberam administracdo de salina
(controle) ou vitamina C (100 mg/kg) 1 hora antes dos testes comportamentais:

labirinto em cruz elevado e labirinto aquatico de Morris. A vitamina C reduziu a
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ansiedade (p < 0,001) e melhorou a memoaria de referéncia espacial em relacdo ao
controle (p < 0,001). O enriqguecimento ambiental aumentou a porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos (p < 0,05) e melhorou a memoria espacial de
retencdo comparado com o ambiente padréo (p < 0,01). O enriquecimento ambiental
potencializou o efeito ansiolitico da vitamina C. Estes achados ndo somente
fornecem evidéncias de que a vitamina C desempenha um importante papel
terapéutico sobre estes processos cognitivos em humanos e animais, mas também
aponta para o possivel uso de antioxidantes na prevencéo ou reducéo dos niveis de
ansiedade e déficits de memdria. Finalmente, sugere-se que uma dieta rica em
vitamina C pode ser um coadjuvante ao tratamento medicinal e psicolégico na
melhora da ansiedade e memoéria, bem como um beneficio potencial do
enriqguecimento ambiental sobre o declinio cognitivo relacionado ao processo natural

de envelhecimento.

Palavras-chaves: vitamina C; estudantes do ensino médio; ansiedade; memoria;

enriguecimento ambiental; testes neuropsicologicos e comportamentais.
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ABSTRACT

Vitamin C (ascorbic acid) is an antioxidant that is involved in anxiety, memory,
stress, fatigue, depression, and mood state. Oxidative stress can trigger
neuropsychological disorders and antioxidants play an important therapeutic role and
benefit cognitive functions related to the aging process. Environmental enrichment
promotes wellness in animals and reduces anxiety levels and memory deficits. In this
context, the possibility arises that vitamin C supplementation could influence
cognitive and behavioral effects of animals grown in an enriched environment.
Furthermore, few studies have assessed the consequence of the effects of vitamin C
supplementation on anxiety and memory in schooled humans, as well as the
potentiation effects of environmental enrichment in aged animals. Thus, two studies
were conducted. The first examined the effects of supplementation of vitamin C in 42
high school students, a randomized, double-blind, placebo-controlled trial. Students
were supplemented with either vitamin C (500 mg/day) or placebo. Plasma
concentrations of vitamin C and blood pressure were measured before intervention
and one day after the intervention and neuropsychological tests of anxiety and
memory were conducted with each student before and after 14 days of
supplementation. The results showed that vitamin C reduced anxiety levels (p < 0,01)
and led to an increase in plasma vitamin C concentration compared to placebo
(p <0,001). Mean heart rates were significantly different between the vitamin C group
and the placebo group (p < 0,05). Moreover vitamin C increased the score in the
tasks of copying (p < 0,05 )and reproduction of memory (p < 0,001) of the Rey
Complex Figures, in logical memory | (p < 0,001) and logical memory Il (p < 0,001)
and in the repetition of indirect digits (p < 0,05) Wechsler Memory Scale, after the
intervention. The second study investigated the effects of vitamin C with an enriched
environment in middle-aged rats (14 months old). Half of the post-weaning animals
were housed during up to 13 months in an enriched environment, while the other half
was maintained in a standard environment. The animals received administration of
saline (control) or vitamin C (100 mg/kg) 1 hour before behavioral tests: elevated plus
maze, and Morris water maze. Vitamin C reduced anxiety (p < 0,001) and improved
spatial reference memory compared to controls (p < 0,001). Environmental
enrichment increased the percentage of time spent in the open arms (p < 0,05) and

improved spatial memory retention compared to the standard environment
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(p < 0,001). Environmental enrichment potentiated the anxiolytic-like effect of vitamin
C. These findings not only provide evidence that vitamin C plays an important
therapeutic role of these cognitive processes in humans and animals, but also
indicates the possible use of antioxidants in preventing or reducing the levels of
anxiety and memory deficits. Finally it is suggested that a diet rich in vitamin C could
be an adjunct to medical and psychological treatment in improving anxiety and
memory, as well as a potential benefit of environmental enrichment on cognitive

decline related to the process of natural aging.

Keywords: vitamin C; high school students; anxiety; memory; environmental

enrichment; neuropsychological and behavioral tests.
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1 INTRODUCAO

A vitamina C ou acido ascorbico (AA) € um antioxidante essencial para a
saude humana (1). Apesar de ter sido descoberta e caracterizada no século XVII,
este micronutriente continua sendo alvo de investigacdo na comunidade cientifica e
desperta interesse pelas suas acdoes em diversos processos fisiologicos,
neurobioquimicos, neuropsicofarmacologicos e medicinais, e também de algumas

controvérsias (1-5).

Embora um numero crescente de pesquisas tenha surgido, nas ultimas
décadas, na busca pelo entendimento do possivel papel terapéutico desta vitamina,
em distarbios neuropsicoldgicos e deficits de memdria, através de sua agcdo como
antioxidante (6, 7), poucos estudos foram conduzidos para avaliar a consequéncia
dos efeitos da suplementacdo de vitamina C sobre a ansiedade e memodria em
humanos escolarizados, bem como sua associacdo com o enriguecimento ambiental

em animais envelhecidos.

De forma prévia, apresentamos uma fundamentacéo téorica a esta pesquisa
abordando os aspectos estruturais, bioquimicos, funcionais e neuroprotetor
desempenhado pela vitamina C e sua influéncia nos processos cognitivos e
emocionais tais como, ansiedade e memoria em humanos e modelo animal. A
plasticidade cerebral, cognicdo e comportamento, bem como o desenvolvimento
neural em humanos e modelo animal, também s&o temas aqui abordados.
Adicionalmente, descrevemos a relacéo da reserva cognitiva e a escolaridade como
aprimoramento cognitivo em humanos e a participacdo do enriguecimento ambiental

em processos cognitivos e comportamentais em animais.

Em seguida realizamos uma intervencdo experimental em humanos
escolarizados, avaliados antes e depois da suplementacdo de vitamina C, através de
uma bateria de testes neuropsicolégicos de ansiedade e memaoria. Com a finalidade
de dar maior crédito as hipoteses testadas nos humanos, conduzimos outra
intervencdo da vitamina C em modelo animal, acrescido de enriguecimento
ambiental, sugerindo analogia do valor da escolarizagcdo e do uso da vitamina C,

bem como avaliar o seu papel sobre a ansiedade e memadria em humanos e animais.
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1.1 VITAMINAC

As vitaminas foram, a meu ver, teoricamente desinteressantes. “Vitamina”
significa que a pessoa tem que comer. O que se tem que comer € a primeira
preocupacdo do chefe de cozinha, ndo para o cientista. Albert Szent-
Gyorgyi (1963).

Esta célebre frase pronunciada pelo hungaro Albert Szent-Gydrgyi deu inicio
a um amplo campo de investigacdo do papel destes micronutrientes chamados de
vitaminas, que fazem parte do espectro nutricional e exercem inumeras funcdes

essenciais para a saude humana.

A deficiéncia de vitamina C causa 0 escorbuto, uma das mais antigas
doencas conhecidas da humanidade. Existem evidéncias da sua existéncia no
Antigo Testamento, nos papiros de Ebers e na escrita de Plinio (8). Provavelmente
esta doenca apareceu nos hieréglifos Egipcios cerca de 3.000 BC, também foi

descrita por Hipocrates no século V BC (9).

Durante a ldade Média, o escorbuto era endémico no norte da Europa e no
final do século XVII tornou-se um problema grave entre os marinheiros nas longas
viagens de exploracao (9). Estes homens se alimentavam de carne de charque, péo
e rum, mas néo ingeriam frutas e verduras. Por esta razdo, muitos apresentavam
sintomas como comprometimento das articulagcdes, dos dentes, inflamacdes das
gengivas e hemorragias em decorréncia das rupturas dos vasos sanguineos da
boca, além das injurias acometidas no sistema imunologico, que conduziam estes

marinheiros a morte (10).

Com a publicagdo de “Treatise of the Scurvy”’, em 1753, o médico naval
James Lind demonstrou que seria facil tratar o escorbuto. No seu experimento,
conduzido em 12 pacientes, divididos em seis grupos, cada grupo recebeu
tratamentos diferentes: cidra, vinagre, agua do mar ou frutas citricas. Os resultados
encontrados indicaram que as frutas citricas melhoraram os sintomas destes
pacientes. A partir destes achados, James Lind passou a receitar laranjas e limdes

para a cura do escorbuto (10).

As pesquisas se intensificaram na busca de identificar o principio
antiescorbuto. Albert Szent-Gyoérgyi (1928) isolou pela primeira vez uma substancia

reduzida a seis carbonos com a férmula C¢HgOs (11) caracterizada estruturalmente
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por Waugh e King (12). Ele chamou esta molécula de “ignose”, termo derivado da
combinagao do ignosco do latim, que significa “ndo sabe” com o sufixo padréo para
acucares “ose”. Depois ele resolveu mudar o nome desta substancia, para fins de
publicacdo, para “acido hexurénico”, porque esta molécula possuia seis atomos de
carbono e apresentacdo propriedade &cida. O &cido hexurbnico estava presente

como um fator em muitas frutas e vegetais frescos (6).

Os laboratérios de Albert Szent-Gyorgyi e King, independentemente,
confirmaram que a substancia analisada apresentava propriedades no combate ao
escorbuto e Szent-Gyorgyi deu o nome a esta substancia de &cido ascorbico,
recebendo o prémio Nobel em 1937, por esta descoberta. Esta vitamina foi pela
primeira vez sintetizada por Haworth e Hirst (13). Em 1938, o acido ascorbico foi

oficialmente denominado pelo nome quimico de vitamina C (14).

Franz, Sands e Heyl (15) observaram efeito positivo da vitamina C, quanto a
prevencdo do resfriado comum. Estes pesquisadores obtiveram 4.6% menos
incidéncia de resfriado para o grupo tratado com a vitamina C (com ou sem
bioflavondide) do que o grupo placebo ou bioflavonoéide sozinho 14/44 versus 15/45,

testados 15 anos mais tarde por Pauling (16).

O grande defensor da vitamina C foi o cientista Linus Pauling (1901-1994),
vencedor do Prémio Nobel de Quimica, principalmente pela obra “A Natureza das
Ligagcbes Quimicas” (1954) e Prémio Nobel da Paz (1962) por participar ativamente
de manifestacdes contra testes nucleares, o uso de bombas atbmicas como armas
de guerra e a construcao de usinas nucleares. Com a publicagao do livro: “Vitamin C
and the Common Cold” foi inaugurada uma controvérsia sobre o papel da vitamina C

na prevencgao contra a gripe e resfriados e também cancer (17).

Em seu estudo de 1971, Linus Pauling também discutiu outros quatro estudos
duplo-cegos que demonstraram o efeito do &cido ascérbico ingerido regularmente,
em doses maiores que 100 mg/dia, em comparagcdo ao grupo placebo. Trés outros
trabalhos apresentaram efeito positivo para a vitamina C na prevencédo do resfriado
comum: Ritzel (18), Cowan, Diehl e Baker (19), com diminuicdo de 45% e 31%,
respectivamente, na incidéncia de resfriado comum; e Wilson e Loh (20), que
demonstraram uma reducao significativa na incidéncia, duracdo e severidade de

sintomas de resfriados pelo acido ascérbico.
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Assim, Linus Pauling concluiu que a ingestédo de 1,000 mg de acido ascorbico,
diariamente, diminui a incidéncia de resfriado em cerca de 45% e a morbidade em
63%. Ademais, um pequeno efeito protetor (ndo estatisticamente significante) &
apresentado quando a gripe € induzida por inoculagdo com virus em suspensao
(16).

A controvérsia continuava e Linus Pauling mantinha sua postura diante da
defesa em favor da vitamina C. Desta forma tornaram-se necessarias maiores
investigacdes na tentativa de desvendar o mistério do efeito da vitamina C sobre a

gripe e o resfriado comum.

Além de suas ac¢des importantes para o metabolismo dos seres humanos, a
vitamina C apresenta também funcdes farmacologicas de grande interesse cientifico
e académico. Existe uma extensa abordagem na literatura da aplicabilidade dessa
vitamina no tratamento de uma variedade de doencas, e ainda a vitamina C é aceita

por muitos como um comprimido que pode fazer milagres (5).

1.1.1 Propriedades e Fungdes

A biossintese de L-acido ascérbico em vegetais e animais é proveniente da D-
glicose ou D-galactose, mas, devido a auséncia da enzima L-gulonolactona oxidase,
porcos da guiné, as cobaias, os morcegos frutivoros, macacos e humanos nao
podem sintetizar acido ascorbico (1) (Figura 1). Porém, outros mamiferos sintetizam
a vitamina C a partir da glicose no figado, enquanto anfibios, répteis e aves
sintetizam nos rins (21). O nome quimico do L-acido ascérbico (CeHgOg) € 2-0x0-L-

trio-hexano-1,4-lactona-2,3-enadiol (21).
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D-glicose D-galactose

L-acido ascorbico

[ Glicose-6-fosfato ] Z\
\1 [ 2-ceto-gulono-y-lactona ]

[ Glicose difosfato de uridina ] ?

\

[ Acido glucurénico difosfato de uridina ]

\ L-gulonolactona
[ D-acido glucurénico ] oxidase

/\ Enzima que falta nos

[\’ia das Pentoses fosfato] [ D-glucoronalactona ] humanos e alguns

[ L-gulono-y-lactona ]

animais

Figura 1. Biossintese de L-acido ascérbico Fonte: Adaptado de Naidu (1).

Os seres humanos necessitam ingerir vitamina C através das diversas fontes
de alimentos disponiveis na natureza como frutas e legumes frescos (laranja, liméo,
uva, melancia, mamao, morango, meldo, manga, abacaxi, framboesas, cerejas,
acerola, caju e goiaba), vegetais folhosos verdes, tomates (brdcolis, pimentdes
verdes e vermelhos, couve flor e repolho) ou como suplementacdo na forma de
comprimidos (1, 22, 23) (Tabela 1).
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A tabela a seguir apresenta alimentos selecionados que contém vitamina C,

com adaptacoes.

Tabela 1 — Alimentos selecionados como fonte de vitamina C

Frutas® vitamina C*” Vegetais(l) vitamina
Banana 8-16 Cebola 10-15
Maca 3-30 Tomate 10-20
Manga 10-15 Berinjela 15-20
Abacaxi 15-25 Rabanete 25
Cereja 15-30 Espinafre 35-40
Mama&o papaya 39 Repolho 30-70
Laranja 30-50 Couve-flor 50-70
Uva 30-70 Broccoli 80 -90
Limé&o 40 - 50 Coentro 90
Morango 40-70 Pimenta 150 — 200

Salsa 200 - 300

Frutas®
Acerola 1.369
Caju 219
Goiaba 218
Laranja (suco) 54

' mg/100 g de porcdo comestivel
Fontes: ¥ (1)
@ (22, 23)
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A vitamina C é um &cido fraco de seis carbonos com um pk 4.2 e peso
molecular de 176.13 Daltons (24). Esta molécula é ionizada em pH fisiologico,
contendo dois grupos acidos ionizados (pka 4.04 and 11.34). Em solucédo aquosa é
um poderoso agente redutor, apresentando um potencial redox em torno de 0.05 V
em 30°C e pH 7.4. Quando submetido a oxidagdo, € prontamente reversivel para
acido dehidroascérbico que pode por sua vez ser irreversivelmente hidrolisado para

acido dicetoguldnico (3) (Figura 2).

0
¢— H OH
C a—C—C—g
© <‘: H OH H
0
0
R H OH 2H
c a—C—Cyg >H Acido dehidroascorbico
HO C H OH H
HO
Acido ascorbico H,O
o. OH
% OH H OH
C —C—C
0~ H
C H OH H
o

Acido dicetogulénico

Figura 2. Oxidacao do acido ascorbico. Fonte: Adaptado de Griinewald (3).
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A vitamina C esté presente nos alimentos sob duas formas: a forma reduzida
(acido ascoérbico) e a forma oxidada (acido dehidroascérbico) os quais sao
encontradas nos tecidos organicos sob a forma ativa (14). Suas acdes no corpo
humano estdo relacionadas com ambos os lados da reacdo de oxido-reducao.
Quando se oxida da origem ao &cido dehidroascorbico, pela retirada de dois atomos
de hidrogénio (agdo oxidante). Quando é reduzida forma novamente o &cido

ascorbico através do acréscimo de dois atomos de hidrogénio (25).

O acido ascorbico € uma substancia cristalina de sabor acido, insolivel em
maior parte dos solventes organicos, é sollvel em agua na proporcdo de 1 g em 3
ml. Ambientes quentes, exposi¢cdes ao ar e meio alcalino aumentam o processo de
oxidacdo da vitamina C, principalmente se o nutriente (alimento) estiver em contato

com enzimas oxidativas, como o cobre ou ferro (26).

A vitamina C encontra-se distribuida em alguns tecidos do organismo como
na glandula suprarenal, hipéfise, retina (1 a 2 mg/g), figado, pulmdes, pancreas e
leucdcitos (0,1 a 1 mg/g). Nos rins, musculos e eritrocitos, a quantidade de AA é
menor. Contudo, como as reservas totais do organismo humano variam de zero a
3.000 mg, um estoque de 3.000 mg somente serd mantido com a ingestao de niveis
elevados, maiores do que 1 g/dia (26).

Esta vitamina possui diversas fungdes biologicas. Dentre elas participa da
catélise através da doacao de elétrons para cofatores de ions metélicos de enzimas
hidroxilase, além de ser importante para a conversdo de determinados residuos de
prolina e lisina, facilitando o processo de hidroxiprolina e hidroxilisina no
desencadeamento da sintese de colageno e de outros processos pés-translacionais
(27).

Adicionalmente, o AA esta envolvido na oxidacdo de proteinas das cadeias
laterais de lisina com a finalidade de promover a hidroxitrimetilisina para a sintese de
carnitina, a conversao de acido folico em acido folinico, bem como a converséo de
dopamina para noradenalina (27). Ademais, participa também da absorcéo de ferro e
foi observado que a vitamina C supera o efeito inibitério de quelantes de metal forte
(acido fitico) que possui a propriedade de reduzir a biodisponibilidade de ferro. Este
efeito pode explicar porque esta molécula é considerada um potente agente que

aumenta a absorcéo de ferro (28).
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Finalmente, a vitamina C participa de uma variedade de reacdes fisiologicas
(6, 29). Além de atuar como um cofator para importantes reacdes de hidroxilacéo,
importantes para a sintese de carnitina, colageno e catecolaminas (29). Na sintese
de dois neurotransmissores importantes, como a serotonina e norepinefrina (1, 24).
Esta vitamina € essencial para a conversdo de triptofano a 5-hidroxitriptofano e de
norepinefrina a partir de dopamina (1, 24).

O AA em pH fisiolégico € um anion monovalente e sua forma endogena existe
como ascorbato (7). No cérebro de humanos, o acumulo de ascorbato é proveniente
do fornecimento de sangue, sendo mantido a uma concentracdo de milimolar,
relativamente elevada, sobre diversas condi¢des (3, 6; 30, 31). O ascorbato pode
ajudar a prevenir o0 estresse oxidativo, e tem sido apontado com potencial agente
terapéutico contra uma variedade de doencas neurodegenerativas, tais como as

doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntington (4, 32).

1.1.2 Biodisponibilidade

A vitamina C presente nos alimentos € facilmente disponivel e absorvida por
transporte ativo no intestino delgado (33). A média de absor¢do em adulto tem um
pico corporal de 1,2 - 2,0 g de acido ascorbico, que pode ser mantido com ingestao
de 75 mg/d de acido ascorbico (34). Os principais metabdlitos de acido ascérbico em
humanos séo os acidos: dehidroascorbico, 2,3-dicetogulénico e oxalico. A principal
via de eliminagdo do &cido ascorbico e seus metabdlitos é através da urina. Esta
excrecao € inalterada quando altas doses de acido ascérbico sdo consumidas. A
vitamina C nado é toxica, mas em altas doses (2 a 6 g/dia) pode causar disturbios
gastrointestinais ou diarréia (35, 36), contudo, ndo existe nenhuma evidéncia
cientifica demonstrada, em seres humanos de que a ingestdo de doses muito altas

de vitamina C seja toxica ou apresente efeitos adversos graves a saude (36, 37).

Os valores de referéncia para ingestdo de nutrientes de individuos e grupos,
estabelecidas em conjunto pelos Estados Unidos e Canada, conhecidas como
Dietary Reference Intakes (DRIs), traduzidas como Ingestéo Dietética de Referéncia

(IDRs), séo, portanto, valores de referéncia da populagdo destes dois paises e
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publicadas no periodo de 1997 a 2004. As DRIs vieram substituir as antigas
Recommended Dietary Allowances (RDAs) e Dietary Standards/Recommended
Nutrient Intakes (RNIs), padrbes de referéncia dos EUA e Canada, respectivamente.
Elas foram propostas com o objetivo de ndo somente nortear a prevencdo de
deficiéncias nutricionais, mas também visando a diminuicdo do risco de doencas
cronicas ndo transmissiveis, além de fornecer limites superiores para que se possa
ingerir nutrientes evitando os riscos de efeitos adversos provenientes de um

consumo excessivo destes nutrientes (38).

Assim, as DRIs consistem num conjunto de quatro valores de referéncia de
ingestdo de nutrientes, que incorporam as recomendacdes dietéticas: necessidade
média estimada (Estimated Average Requirement—-EAR), ingestdo dietética
recomendada (Recommended Dietary Allowance - RDA), ingestdo adequada
(Adequate Intake - Al) e limite maximo de ingestéo toleravel sem que haja efeitos
adversos a saude (Tolerable Upper Intake Level - UL) (39, 40).

A necessidade média estimada (EAR) é o valor de ingestdo diaria de um
nutriente que se estima para atender as necessidades de 50% de individuos
saudaveis de um grupo em determinada faixa etéria, condigé&o fisiol6gica e género. A
ingestdo adequada (Al) representa um valor de ingestdo de nutriente, ndo de
necessidade, que provavelmente excede a real necessidade de quase todos os
individuos saudaveis, dentro de um determinado género e estagio de vida. A
ingestao dietética recomendada (RDA) é a quantidade do nutriente suficiente para
atender a necessidade da maior parte da populacdo, aproximadamente em 97 a
98% dos individuos saudaveis de um grupo em determinado estagio de vida e
género. O limite superior toleravel de ingestdo (UL) é o mais alto nivel de ingestao
habitual do nutriente, que provavelmente ndo coloca em risco de efeitos adversos,
em aproximadamente, todos os individuos de um determinado estagio de vida e
género. Quando a ingestdo aumenta acima do UL, aumenta o risco potencial de
efeitos prejudiciais a saude. Desta forma, a vitamina C tem alta probabilidade de ser
tolerada biologicamente, o que néao significa que este valor seja recomendado (IOM,
39, 40).

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece, na Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n°® 269, de 22 de setembro

de 2005, que a “Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) é a quantidade de proteina,
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vitaminas e minerais que deve ser consumida diariamente para atender as
necessidades nutricionais da maior parte dos individuos e grupos de pessoas de

uma populacao sadia.”.

A ingestdo diaria é estabelecida com base na ingestdo habitual de pessoas
saudaveis e pretende atender a necessidade da maioria da populagéo (98%), sendo
que a ingestdo aqui advém do consumo alimentar e ndo da ingestdo de
suplementos. Assim, a IDR é uma ferramenta para avaliar a adequacdo da dieta
e/ou alimento em relacdo ao nutriente em questdo e nao limitar a ingestdo do
mesmo (39, 40)

O UL é um parametro do Institute of Medicine, no qual a ingestdo diaria
recomendada de vitamina C para atender a necessidade de homens de 14 a 18
anos € de 75 mg e acima dessa idade, 90 mg. Ja para mulheres, a IDR de 14 a 18
anos é de 65 mg e acima dessa idade 75 mg. Os niveis de UL sdo estabelecidos
com base na observacdo da presenca de efeitos adversos, assim, ingestdo abaixo
da UL tem baixa probabilidade de efeitos adversos. O estabelecimento do UL surgiu
com o crescimento da pratica de fortificacdo de alimentos e do uso de suplementos
alimentares dado que este € um valor a partir do qual o risco de toxicidade aumenta
progressivamente (38). Portanto, toda suplementacéo supre a IDR, visto que o valor
de |IDR considera a ingestdo de fontes alimentares e ndo de

suplementos/medicamentos (38).

Sobre a incidéncia de calculo renal pela formacdo de oxalatos em sujeitos
predispostos, a literatura mostra que cerca de 75% dos célculos renais contém célcio
e sdo normalmente compostos de oxalato de calcio, porém 5 a 10% deles séo
compostos por acido urico. Existem suposi¢cdes de que altas doses de vitamina C
aumentam a excrecdo de &cido urico e de oxalato, e este fato poderia, em tese,
facilitar a formacéo de célculos renais. Acontece que existem também outros fatores
que estdo associados ao aumento do risco de formacdo de célculos de oxalato de
calcio, como exemplo: a ingestao excessiva de proteina, oxalato e sédio, bem como
a ingestdo insuficiente de fibras e liquidos, altas temperaturas, além da exposi¢éo

excessiva ao sol (41).

Apesar de ter sido observada uma correlacdo entre a ingestédo de vitamina C
e 0 oxalato urinério, ndo ha demonstracéo evidente que comprove gque a ingestao de

altas doses de vitamina C possa representar um risco na formacédo de calculos de
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oxalato de calcio em individuos saudaveis. Portanto, alguns relatos de formacgéo de
calculos renais desencadeado pelo consumo excessivo de vitamina C estdo

associados a individuos com nefropatias (36).

Auer et al. (41) utilizou 4 g/dia de AA durante 5 dias e concluiram que a
ingestdo nessa dose ndo afetou os principais fatores de risco associados com
oxalato de célcio e formacgédo de célculos renais. Além disso, grandes doses de
vitamina C (1,5 g ou mais) ndo produzem calculos renais (42). Evidéncias indicam
gue o consumo elevado de vitamina C ndo aumenta a excrecao de oxalato ou induz
um aumento potencial na formacgéo de célculos renais (43, 44, 45). Por fim, nenhum
efeito da ingestao de altas doses de acido ascorbico foi encontrado na excrecédo de

acido urico presente na urina, verificada diariamente (46).

Levine et al. (24) relataram que doses moderadas de vitamina C apresentam
maior biodisponibilidade, sugerindo que doses compreendidas entre 1.000 e 2.000
mg tém biodisponibilidade mais baixa do que uma dose de 500 mg. Além disso,
dados epidemiolégicos demonstraram que o consumo de doses de vitamina C > 750
mg diminuem a mortalidade (47). Porém, doses similares > 715 mg, foram
associadas com a progressao mais lenta para o desencadeamento de AIDS em
homens infectados com o virus da imunodeficiéncia humana adquirida-HIV (48). Por
outro lado, as doses de vitamina C < 100 mg ndo tiveram efeito sobre o
desenvolvimento de cancer (49). Partindo destes e de outros dados epidemioldgicos,

a ingestdo da vitamina C pode variar de < 100 mg para > 750 mg.

Estudos de Aranha et al. (50) revelaram o tempo necessario de
suplementacdo com vitamina C, seja em forma de farmaco (comprimidos) ou na
forma natural, presente no suco de acerola (Malpighia glabra L.) em idosos
institucionalizados e residentes em cinco instituicbes da Grande Jodo Pessoa,
Estado da Paraiba, Brasil, com a finalidade de normalizar os niveis séricos da
vitamina C e comparar qual tipo de suplementacéo teria melhor efeito na populacéo

estudada.

Os niveis séricos de acido ascorbico neste estudo foram compreendidos entre
0,20 a 0,80 mg/dL, que correspondiam ao intervalo entre os limites de caréncia
grave e de normalidade, portanto, estes niveis foram considerados como caréncia
moderada. J& os valores iguais ou acima de 1,60 mg/dL foram descritos como acima

do normal. O consumo alimentar foi verificado por inquérito dietético, constatando
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um aumento significativo nas médias dos niveis de acido ascorbico apés 10, 20 e 30
dias, comparados aos niveis iniciais. Foi observado que os idosos suplementados
com suco de acerola com teor de 500 mg de vitamina C por porcéo, apos 10 dias,
apresentaram niveis significativamente mais elevados do que os outros idosos que

foram suplementados com 500 mg de vitamina C em forma de comprimidos.

Estes autores concluiram que no 20° dia de suplementacdo da vitamina C o
efeito foi satisfatério para normalizar os niveis séricos dos idosos estudados,
sugerindo que este tempo poderia ser utilizado para idosos em geral, e
principalmente aqueles com hipovitaminose C que vivem em instituicdes que
abrigam idosos carentes, além de indicar o suco de acerola como um suplemento de

facil aquisicéo e por ser um produto natural que contém vitamina C.

Em outro estudo desenvolvido por Costa et al. (51) foi avaliada a prevaléncia
da deficiéncia de vitamina C em 104 criancas de 2 a 6 anos de idade, de creches
municipais de Jodo Pessoa, PB. Nesta mesma pesquisa a eficicia da vitamina C foi
analisada, através da suplementacdo das criangcas com suco de acerola. Para isto
foram realizadas dosagens de vitamina C sérica e de hemoglobina antes e depois da
intervencdo. Os resultados demonstraram que havia, inicialmente, prevaléncia de
69,2% de caréncia de vitamina C (< 0,80 mg/dL) e 35,7% de criancas com niveis
baixos de hemoglobina (Hb < 11,0 mg/dL), indicando anemia. Para aquelas crian¢as
gue apresentaram niveis baixos de vitamina C (72 criancas) foram fornecidos,
durante 35 dias, suco de acerola com um volume de 150 mL (teor médio 565 mg de

acido asco6rbico/100 mL).

Os niveis séricos médios de vitamina C antes e apos a suplementagéo foram
de 0,52 + 0,20 mg/dL e 1,43 + 0,43 mg/dL, respectivamente, apresentando diferenca
estatisticamente  significativa. Também ocorreu aumento significativo na
concentracdo média de hemoglobina, que era de 11,17+ 1,46 g/dL passando para
12,22 + 1,52 g/dL. Assim, tomados juntos, estes resultados indicam que a
disponibilidade e o baixo custo da acerola, nesta regido, justificariam a proposta de
inclusdo desta fruta em programas de alimentacéo para populagbes de alto risco

para a anemia, tendo em vista o teor de vitamina C presente neste alimento.
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Em adicéo foi demonstrado, também, que a suplementagcdo com comprimidos
de 200 mg de vitamina C, durante 30 dias, corrigiu satisfatoriamente os niveis
séricos de acido ascorbico de idosos franceses institucionalizados de ambos os

sexos (52).

Em uma revisao, Deruelle e Baron (53) relataram que a vitamina C, em dose
maior do que 400 mg/dia, pode melhorar a protecdo contra o estresse oxidativo,
certos tipos de cancer, e doencas degenerativas e cronicas. Além disso, sugere que
a suplementacdo de vitamina C além de ser segura, também é necesséaria para
atingir a saude ideal. Portanto, de acordo com a literatura atual, estes autores
aconselham as pessoas saudaveis a consumirem diariamente cinco porc¢des de
frutas e vegetais, adicionados a 1 g de vitamina C, dividida em duas ou trés doses

durante o dia, a fim de assegurar um ajuste 6timo em vitamina C.

Com base em estudos epidemiologicos tém sido sugerido que a ingestédo
diaria de 100 mg/dia de vitamina C é associado com a reducdo da incidéncia de
mortalidade provocada por ataques cardiacos, isquemia e cancer (54). Mas é
oportuno observar que estresse, habito de fumar, alcoolismo, febre e infec¢des virais

podem causar um declinio acentuado dos niveis sanguineos de AA (1).

1.1.3 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias que, em baixa concentragédo, sdo capazes de
retardar o processo oxidativo de proteinas, carboidratos, lipidios e DNA (55),
podendo ser classificadas em dois grupos: enzimaticos e ndo-enzimaticos. Alguns
antioxidantes podem ser sintetizados endogenamente, como enzimas e cofatores
enzimaticos. Porém, os antioxidantes ndo-enzimaticos sao obtidos de fontes
dietéticas e sao classificados como: polifendis, os quais consistem de acidos
fendlicos e flavondides. Outras classes de antioxidantes incluem vitaminas,

carotendides, compostos organossulfurados e minerais (56).

As primeiras linhas de defesa antioxidante no sistema biologico incluem

superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e alguns
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minerais, tais como selénio (Se), cobre (Cu) e Zinco (Zn). Para a segunda linha de
defesa antioxidante estdo presentes a glutationa (GSH), vitamina C, vitamina E,
albumina, carotenodides e flavondides. Na terceira linha de defesa encontra-se um
complexo grupo de enzimas com a finalidade de reparar o dano ocorrido no DNA,
proteinas, oxidacdo de lipidios e peréxidos como, por exemplo, as enzimas
reparadoras do DNA, proteases, lipases, transferases e metionina sulfoxido redutase
(55).

Os antioxidantes tém se destacado, nos ultimos anos, devido ao seu
importante papel como agentes profilaticos e terapéuticos em diversas doencas (56).
O estresse oxidativo pode provocar danos celulares e teciduais como consequéncia
do desequilibrio entre espécie reativa de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes,
resultando em uma série de comprometimentos celulares que podem conduzir a
diversas patologias, como artrite, asma, carcinogénese, disfuncéo cardiovascular,
cataratas, doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, bem como

diabetes e outras doencas autoimunes (55).

A vitamina C exerce acdo como antioxidante por agir como um doador de
elétrons ou como um eficiente sequestrador de radicais livres (7). Apresenta,
portanto, efeitos neuroprotetores provenientes de sua a¢ao antioxidante (27).

Estudos tém mostrado que o tratamento com o0s antioxidantes podem
beneficiar as funcdes cognitivas em animais idosos e em seres humanos (57, 58).
Isto pode ser devido ao envolvimento dos antioxidantes na reducdo do estresse
oxidativo combinado com uma maior sensibilidade para a geracdo de espécies
reativas de oxigénio em animais e idosos, o que pode levar a morte da célula e
comprometimento cognitivo (59, 60). Kolosava et al. (61) demonstraram que
suplementacdo com antioxidantes a longo prazo atenua déficits cognitivos e
marcadores de estresse oxidativo em ratos senescent-accelerated OXYS em
comparagcdo com ratos Wistar. No entanto, 0 mecanismo exato de neuroprotegao
atribuido aos antioxidantes in vivo e do impacto do estresse oxidativo na disfungéo

cognitiva continua a ser investigado.

O processo de envelhecimento tem sido muitas vezes associado com o
aumento do dano oxidativo, o que conduz a hipétese de que os antioxidantes devem
prolongar a vida util, reduzindo os danos causados pelo estresse oxidativo (62). Ha

especulacdes sobre a ingestédo diaria de vitamina C e sua capacidade de retardar o
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processo de envelhecimento e aumentar a longevidade (63). AA foi usado como um
suplemento em dietas para humanos. No entanto, a sua participacao na expectativa
de vida em humanos e modelos animais ainda ndo esta claro. Por esta razao,
Pallauf et al. (62) avaliaram o efeito de AA no tempo de vida. Estes autores
descobriram que alguns estudos sugerem um aumento na expectativa de vida,
enquanto outros estudos ndo mostraram nenhum efeito benéfico do AA sobre a

longevidade.

1.1.4 Efeito neuroprotetor

Para acessar o cérebro e varios outros tecidos, a vitamina C tem que ser
oxidado a acido dehidroascorbico, que por sua vez necessita ser transportado por
difusdo facilitada via transportadores de glicose (GLUT) antes de ser reduzido, no
meio intracelular, de volta a acido ascorbico (30, 64). Desta forma ascorbato é
transportado para dentro do cérebro e neurénios via transportadores de vitamina C
dependente de sodio-2 (SVCT2), os quais promovem acumulo de ascorbato dentro
das células contra um gradiente de concentracao (65, 66).

A vitamina C é altamente concentrada no sistema nervoso central (67), onde
possui varias funcbes: € essencial para a sintese de noradrenalina a partir de
dopamina (6), esta envolvida na libertacdo de acetilcolina a partir das vesiculas
sinapticas de diferentes espécies e de noradrenalina em preparacdo de vesiculas
sinapticas do cérebro de ratos (68); exerce agcdo como um neuromodulador no
cérebro, estando envolvido na transmissdo glutamatérgica, dopaminérgica,
colinérgica e GABAérgica (3, 6, 7). Estudos prévios indicam que a vitamina C
previne déficit de memaoria em decorréncia deste efeito antioxidante (69). Em adicao,
tem sido mostrado que sua aplicacdo local aumenta a resposta de neurdnios
dopaminérgicos e glutamatérgicos, portanto, € possivel que parte de seus efeitos

seja devido as suas fun¢gBes modulatorias do neurotransmissor glutamato (70).

Existe uma clara relag&o entre o acido ascoérbico e os sistemas colinérgicos e
dopaminérgicos, pois ha evidéncia de que o acido ascoérbico pode se comportar

como um antagonista do receptor de dopamina. Ademais, o acido ascorbico inibe a
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ligacdo de agonistas especificos dos receptores D; ([*H]SKF 38393) e D, ([°*H] N-
0437) de dopamina (71).

Tem sido proposto que o ascorbato age como um neuromodulador envolvido
nos sistemas glutamatérgicos e dopaminérgicos (3, 6). Embora os mecanismos
pelos quais o0 ascorbato afeta a neurotransmisséo nédo tenha sido bem estabelecida.
Acredita-se que isto possa estar relacionado, em parte, pela mudanca redox no
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). Esta molécula pode proteger neurbénios da
excitotoxicidade induzida pela ativacdo do receptor NMDA e previne injdria celular
induzida por glutamato e morte em culturas de células granulares do cerebelo (72,
73). Estes efeitos podem ser devidos a modulacao redox do receptor pelo ascorbato
(74, 75) ou do direto sequestro de ROS pela ativacdo do receptor NMDA. Quando
ocorre um severo estresse causado por isquemia aumenta a liberagcdo de grande
quantidade de ascorbato proveniente de células neuronais (76), 0os quais sao
associados com recaptacdo de glutamato pelas células da glia e neurénios (7, 77). A
remocao de glutamato extracelular por este processo estaria também relacionado
com a diminuicdo da excitotoxidade causada pela ativacdo de células e receptores
de glutamato (3, 6, 76).

Existem projeces ricas de neurdnios glutamatérgicos provenientes do cortex
para o neostriato. Quando ocorre uma injaria no cértex, interferindo nessa conexao,
0s niveis basais de ascorbato diminuem no neostriato (6, 78). O aumento dos niveis
de ascorbato extracelular que séo vistos depois da atividade ou administracdo de
anfetaminas ndo sdo uniformes através das diversas areas cerebrais e
possivelmente devem implicar no sistema de troca entre o0 neurotransmissor

glutamato e ascorbato no controle dessas mudancas (79).

Estudos de voltametria in vivo da atividade induzida por anfetamina indicam
que ocorre um aumento dos niveis de ascorbato no nucleo caudado. Além disso,
administracdo de ambos scopolamina e MK-801 (antagonista classico do receptor
NMDA) diminui o aumento no pico de ascorbato, sugerindo a relagédo entre a

liberacdo de ascorbato e a estimulacdo do receptor colinérgico (80).

Diversos resultados de estudos in vivo suportam a hipotese da concepcgao
que ascorbato intracelular € crucial para protecdo contra estresse oxidativo. Um
aumento intracelular de ascorbato em fatias de cérebros de ratos diminuiu 0 edema

induzido por estresse oxidativo (81).
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Algumas doencas neurodegenerativas tém sido avaliadas devido a inUmeras
evidéncias do envolvimento do estresse oxidativo em processos cerebrais,
observando os aspectos importantes da participacdo do ascorbato neste contexto
(4). Tudo indica que neurdnios sao especialmente sensiveis a deficiéncia de
ascorbato, talvez porque os neurdnios tenham metabolismo oxidativo 10 vezes mais
alto do que células da glia (82; 83). Possivelmente, esta sensitividade neuronal é
mais expressiva quando o suprimento de ascorbato é baixo sob certas condi¢des,

principalmente quando existe excesso de estresse oxidativo.

A relacdo do ROS em doencgas neurodegenerativas desperta interesse para a
busca do entendimento das a¢fes do ascorbato, como um agente antioxidante, pela
sua abordagem terapéutica, apesar de sua interagdo com sistemas de
neurotransmissores, ainda é dificil discernir qual seria o especifico mecanismos que
esteja envolvido em doencas neurodegenerativas, tais como Alzheimer, Parkinson,

Huntington e outras e a participagao do ascorbato neste circuito neuronal (4).

1.2 PROCESSOS COGNITIVOS E EMOCIONAIS

1.2.1 Conceito de ansiedade

A ansiedade é uma resposta diante da percepcdo de um perigo ou ameaca
que pode ser acompanhada de componentes comportamentais, fisioldégicos e
cognitivos. Os componentes comportamentais estédo relacionados a maneira como
evitar a situacdo que provoca a ansiedade. As reacoes fisioldégicas podem incluir o
aumento da frequéncia cardiaca e sudorese. Os componentes cognitivos estdo
associados com crencas e pensamentos adversos e uma expectativa de dano (84,
85).

A ansiedade pode ser caracterizada como traco e estado. A ansiedade trago é
identificada por diferentes situacfes e € estavel, enquanto a ansiedade estado é
transitoria, apenas € vivenciada em situacdes especificas (86). Estes componentes

da ansiedade podem ser adaptativos quando expressam sobrevivéncia ou melhoram
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desempenho. Desta forma, por exemplo, a adrenalina é liberada para os individuos
diante do perigo ou quando ocorre um aumento da atencao para ajudar estudantes

em seus exames e tarefas escolares (87).

1.2.2 Transtorno de ansiedade

Os transtornos de ansiedade sdo um dos tipos mais comuns de doenca
diagnosticadas na infancia, adolescéncia e idade adulta, incluindo também
estudantes do ensino médio. As causas e fisiopatologia ndo estdo completamente
esclarecidas. Estudos tém revelado que os transtornos de ansiedade afetam em
torno de 28,8% da populacdo dos EUA (88), e correspondem a um custo total de
42,300 milhdes dolares (89). Estima-se que um oitavo do total da populagdo mundial

sofre de ansiedade inapropriada (90).

Quando a ansiedade se torna persistente, excessiva, e compromete
significativamente as atividades da vida diaria € classificada como um transtorno
mental que pode ser diagnosticada, conforme o Manual de Diagndéstico e Estatistico
de Transtornos Mentais (DSM-5) (91).

A mais nova edi¢cdo do Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5) da American Psychiatric Association foi publicada
oficialmente em 18 de maio de 2013. Esta edicdo é fruto de um trabalho de
doze anos de estudos, revisdes e pesquisas de campo, que resultou do
esforco e dedicacdo de centenas de profissionais divididos em grupos com
diferentes atribuicdes. A meta final estabelecida foi garantir que esta nova
versao abrangesse a inclusdo, reformulacdo e exclusdo de diagndsticos,
gue possibilitaria uma fonte segura e cientifica com vistas a aplicabilidade
em pesquisas, bem como na pratica clinica (92).

Nesta nova edicdo da DSM-5, o capitulo referente ao Transtorno de
Ansiedade foi reformulado e os diagnosticos de Transtorno Obsessivo Compulsivo
(TOC), Transtorno de Estresse Agudo e Transtorno de Estresse PoOs-Traumatico

foram realocados em novos capitulos (92).

Os quadros fobicos conhecidos por Agorafobia, Fobia Especifica e Transtorno
de Ansiedade Social deixaram de exigir que o individuo com mais de dezoito anos

identifique seu medo como “medo excessivo ou irracional”’, tendo em vista que
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diversos pacientes buscam supervalorizar o perigo disponibilizado pelo objeto ou
mesmo pelo evento fobico experimentado. Para o diagndstico desses transtornos é
necessario uma duracdo minima de seis meses, ndo delimitando a idade do

paciente, ou seja, para todas as idades (92).

Outros transtornos, tal como o Transtorno de Panico e a Agorafobia, foram
separados como diagndsticos independentes. Isto possibilitou o reconhecimento de
casos nos quais a Agorafobia pode aparecer sem a presenca de sintomas de
panico. Por sua vez, o Ataque de Panico pode ser observado como comorbidade em
outros transtornos mentais ndo essencialmente ligados a ansiedade. Este fato levou
o DSM-5 a inclusédo do Ataque de Panico como especificador para todos os demais

transtornos (92).

A American Psychiatric Association (91) descreve o0s transtornos de

ansiedade especificados abaixo, DMS-5 (2013):

Transtornos de Ansiedade

Transtorno de Ansiedade de Separacgéao

Mutismo seletivo

Fobia Especifica

Transtorno de Ansiedade Social (Fobia Social)
Transtorno de Panico

Ataque de Panico (especificador)

Agorafobia

Transtorno de Ansiedade Generalizada

Transtorno de Ansiedade induzido por medicamentos/substancias
Transtorno de Ansiedade devido a outra condigcdo médica
Outro Transtorno de Ansiedade especificado

Transtorno de Ansiedade ndo especificado

Obsessivo-Compulsivo e Doencas Relacionadas
Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Transtorno Dismoérfico Corporal

Transtorno entesouramento

Tricotilomania (Transtorno de puxar os cabelos)

Transtorno de Escoriacdo (Skin-Picking — doenca da pele picking)
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Transtorno Obsessivo-Compulsivo induzido por medicamentos/substéancias e
Transtorno relacionado

Transtorno Obsessivo-Compulsivo e devido a outra condicdo médica e
Transtorno relacionado

Outro Transtorno Obsessivo-Compulsivo  especificado e transtorno
relacionado

Transtorno Obsessivo-Compulsivo ndo especificado e transtorno relacionado

Trauma e Transtornos relacionados ao Estresse

Transtorno de Apego Reativo

Transtorno de Engajamento Social Desinibido

Transtorno de Estresse Pos-Traumatico

Transtorno de Estresse Agudo

Transtornos de Adaptacao

Outro Trauma especificado e Transtorno relacionado ao Estresse

Trauma nao especificado e Transtorno relacionado ao Estresse

Uma diversidade de fatores pode desencadear o desenvolvimento dos
transtornos de ansiedade, dentre eles incluem: influéncia genética, ambiental,
familiar, temperamento e estilo cognitivo (93, 94, 95). Transtornos de ansiedade
também sdo associados com uma gama de consequéncias negativas, tais como:
reducdo da autoestima e da qualidade de vida; aumento do risco de depresséo e
abuso de substancias (96-101). Ademais, os transtornos de ansiedade estédo
envolvidos com 6nus econdmico substancial devido a participacdo na forca de
trabalho e gastos com altos custos medicinais e dependéncia de assisténcia médica

dos governantes (102, 103, 104).

Pesquisas tém revelado que pessoas diagnosticadas com o TOC apresentam
vieses no processamento da informacgédo, ressaltando a atencéo (105, 106), memadria
(107, 108, 109) e vieses de interpretacdo para informacdes que representem
ameacas (110-113). Além disso, outros estudos identificaram que individuos com
TOC mostram prejuizo de memoria (114, 115, 116); na organizagdo visuoespacial
(117, 118, 119), bem como nas fun¢des executivas (120, 121, 122).
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1.2.3 Ansiedade e desenvolvimento em humanos

As condic¢des nutricionais do recém-nascido e da gestante estao relacionadas
com 0 peso ao nascer, mensurado na primeira hora ap0s o0 nascimento, e que
indicam condigBes apropriadas de saude dos individuos, e pode influenciar o
crescimento, desenvolvimento e, em longo prazo, também pode indicar as condi¢des
de saude dos adultos (123). Alguns estudos tém apontado que a ansiedade na
gestacdo pode ser considerada um possivel fator determinante para a

prematuridade e o baixo peso dos bebés ao nascer (124-127).

A ansiedade pode interferir negativamente na gestacdo devido a mudancas
enddocrinas e comportamentos de risco, como, por exemplo: o habito de fumar e
ingestdo de bebidas alcéolicas pela gestante; prénatal inadequado ou tardio; ganho
de peso gestacional e alimentacédo inadequada (128, 129). Sintomas de ansiedade
séo frequentes e prejudiciais as mulheres em idade cronoldgica propicia a fertilidade.
Na verdade, muitas mulheres apresentam quadros de ansiedade no periodo

gestacional (130).

Os transtornos de ansiedade sdo os tipos mais comuns de psicopatologia
encontrados em criancas (131, 132). Estdo relacionados a aspectos negativos,
social, escolar e ajustamento pessoal. Nem sempre ocorrem de forma passageira e
podem persistir na adolescéncia e na fase adulta, caso ndo forem adequadamente
tratados (133, 134).

Estudos tém revelado que problemas de ansiedade na infancia podem
desencadear outras formas de psicopatologia, tais como transtornos de conduta,
transtornos de humor, depresséao e tentativas e concretizacdo de suicidio (135, 136),
além de outros problemas sociais, como, por exemplo, dificuldades em resolver
problemas, impopularidade e relacionamentos entre casais fragilizados (137, 138,
139). Desta maneira, criangas ansiosas apresentaram menos sucesso para constituir
amizades do que aquelas que n&o manifestavam transtorno de ansiedade,
caracterizando que a ansiedade na infancia exibe dificuldades sociais significativas
(140, 141).

Os sintomas fisicos dos transtornos de ansiedade sdo provenientes da

liberacdo dos hormoénios relacionados com o estresse como adrenalina e cortisol,
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pelos quais produzem efeitos sobre a maioria dos 6rgdos do corpo. Quando o0s
transtornos de ansiedade ndo séo tratados adequadamente, podem conduzir a
quadros depressivos, 0s quais, por sua vez, podem resultar no aumento da presséo
arterial, palpitacdes cardiacas, dor no peito, respiracdo rapida ou falta de ar,
sudorese excessiva, aumento da tensao muscular, bem como irritagéo e diminui¢cao
do fluxo sanguineo intestinal, provocando nduseas ou diarréia. Pode haver ainda
diminuicdo na atividade sexual. Criancas com quadros de ansiedade podem ter
medo de estar distante de seus familiares, ndo querer mais frequentar a escola,
desencadear medo de pessoas estranhas ou medo de dormir ou terem pesadelos
recorrentes (142).

1.2.4 Modelos animais de ansiedade

Os modelos animais de ansiedade podem ser utilizados com a finalidade de
contribuir para o entendimento de mecanismos moleculares e na busca de novos
agentes farmacoldgicos, com vista ao tratamento da ansiedade, que possivelmente
seria inviavel em seres humanos. Modelos animais para avaliacdo de fatores
psicopatolégicos tém se tornado uma valiosa ferramenta na andlise de uma
variedade de causas tanto genéticas, ambientais ou farmacoldgicas, que estédo
envolvidas com os sintomas homoldgos aqueles apresentados em pacientes com

transtornos especificos (143).

A validade do modelo € um critério determinante para o desenvolvimento de
modelos animais com a finalidade de estudar fatores psicopatoldégicos que
representem o processo estudado de forma mais real e fidedigna possivel. Existem
trés tipos de parametros aplicados para a validade dos modelos animais, como se
segue: (1) validade de fase; (2) validade de constructo e (3) validade preditiva (144).

A validade de fase consiste de um modelo fenotipicamente semelhante, que
possa emitir respostas detectadas no modelo animal que represente idénticas
respostas comportamentais e fisiologicas encontradas nos seres humanos. A
validade de constructo esta associada com a semelhanca entre uma base téorica e

l6gica, subjacente ao modelo comportamental observado em animais e humanos. Ja
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a validade preditiva estd envolvida na sensibilidade do modelo animal a agentes
farmacoldgicos efetivos na pratica clinica. Compostos ansiogénicos devem produzir
efeitos opostos, enquanto agentes que clinicamente ndo apresentam nenhum efeito,

também ndo devem ter efeitos sobre os testes aplicados no modelo animal (144).

Os trés tipos de validade podem ser independentes entre si, por exemplo, um
modelo animal por ter validade preditiva e de constructo, mas ndo a validade de
face. O modelo ideal seria aquele que apresenta as duas validades (preditiva e
constructo) para ser utilizado em pesquisa na busca do entendimento dos
mecanismos, da etiologia, bem como dos aspectos biolégicos e comportamentais
envolvidos na patologia estudada; que pode ser semelhante, tanto em animais como
em humanos (144, 145).

Em adicdo, modelos animais usados na pratica experimental podem ser
avaliados através de procedimentos laboratoriais em uma espécie especifica, com o
objetivo de verificar fenbmenos que devem ser detectados numa outra espécie, que
propiciam identificar possiveis intervencdes no tratamento de determinado transtorno
gue esta sendo estudado (146, 147, 148).

Os humanos compartilham cerca de 90% dos seus genes com ratos, portanto,
este modelo animal parece ser uma ferramenta biolégica importante em estudos
relacionados as ciéncias biomédicas, visto o aumento da quantidade de laboratérios
ativos que utilizam ratos em seus protocolos experimentais (146, 147, 149).
Adicionalmente, modelos animais auxiliam a avaliacdo de situacfes estressantes
que ndo podem ser aplicadas em seres humanos, por inUmeras razbes, bem como

por comprometimentos éticos (147).

Modelos animais de ansiedade podem ser classificados como respostas
condicionadas e respostas nao condicionadas (144). O primeiro modelo esta
associado a respostas condicionadas emitidas pelo animal apds eventos
estressantes (exposicdo a choque elétrico) e na maioria das vezes provoca dor no
animal; j& o segundo modelo inclui paradigmas de base etolégica, com um repertério
de comportamentos espontédneos e de reagbBes naturais (fuga, esquiva e
congelamento), quando o animal é submetido ao estimulo estressante sem a

presenca explicita de eventos dolorosos, ou que causem desconforto para o animal
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no momento do teste (camaras iluminadas ou exposicdo ao cheiro do predador)
(144).

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um dos mais conhecidos modelos
etolégicos de teste comportamental para avaliar niveis de ansiedade. Foi idealizado
inicialmente para ratos por Pellow et al. (150), mas atualmente pode ser utilizado
também com outras espécies, tais como camundongos, porcos da guiné, voles,
hamsters e gerbils. Outros tipos de labirintos foram desenvolvidos em derivacdo ao

LCE, e incluem labirinto em T elevado, labirinto zero e LCE instavel (144).

O LCE é construido sob a forma de uma cruz que tem dois bragos abertos,
em oposicdo um ao outro, por uma plataforma central. Os outros dois bracos
possuem as mesmas dimensdes, mas as paredes laterais sdo fechadas. O labirinto
formado € elevado do chdo para que os bracos abertos possam fornecer um
ambiente desconhecido, aberto e elevado. Uma ligeira borda saliente € colocada
sobre os bragos abertos com a finalidade de proporcionar aderéncia adicional aos

animais, evitando possiveis quedas do labirinto (Figura 3).

Figura 3. Labirinto em cruz elevado
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Os ensaios experimentais podem ser gravados com o0 uso de cameras de
video. No teste, o animal é colocado individualmente sobre a plataforma central do
LCE. O numero de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos e fechados podem
ser registrados durante o teste com o tempo maximo de 5 min. Cada entrada em um
dos bracos é definida quando o animal coloca as quatro patas sobre o braco. Apds o
término de cada teste, o LCE € limpo com uma solu¢éo de 10% de etanol (151).

Este paradigma tem como base a aversdo natural que roedores emitem a
espacos abertos e proporciona conflito entre exploracéo e averséo a locais abertos e
elevados. Perfis comportamentos exibidos no LCE incluem elementos de neofobia,
abordagem de exploracéo e conflito de esquiva. Desta forma, o LCE é referido como
um modelo de conflito comportamental espontaneo nao condicionado (144), portanto
etolégico. Em adicéo, o LCE é sensivel aos agentes com propriedades ansiogénicas

e ansioliticas, validado tanto para ratos como para camundongos (152, 153).

A principal limitag&o para uso de modelos etolégicos é a falta de padronizacéo
entre os diversos laboratorios de pesquisa. A diversidade € observada em diferentes
perfis: alguns modelos utilizam equipamentos quadrados, outros circulares;
ambientes claros, outros escuros; ambientes bem iluminados, outros totalmente
escuros; alguns sdo abertos e outros sdo fechados. O tempo de registro do teste
também pode variar de 2 a 20 min, mas geralmente se utiliza 5 min de exposicéo ao
LCE (145).

1.2.5 Formacéo da Memoria

O conceito de memoria, descrito por Izquierdo (154), envolve operacdes de
aquisicao, formacgao, conservacao e evocacao de informacgdes. Nesta definicdo o
termo “aquisigcdo” seria o sinbnimo de “aprendizagem”, gravado por ter sido
aprendido. Assim, estimulos sensoriais convertidos pela acdo neuronal, em cédigo
de sinais elétricos e neuroquimicos complexos sdo reconvertidos durante a

evocacao, tornando-se compreensiveis pela consciéncia.
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A aprendizagem é definida como uma mudanga comportamental, mais ou

menos permanente, que acontece devido a préatica (155). Segundo Eric Kandel

(156), a aprendizagem e a memaria SA0 processos continuos.

“A aprendizagem é o processo pelo qual se adquire conhecimento sobre as
coisas em volta do mundo e a memodria € o0 processo pelo qual o
conhecimento adquirido deste mundo é codificado, armazenado e,
posteriormente, recuperado” (156).

7

Desta forma, a aprendizagem € 0 processo que altera o comportamento
subsequente, enquanto a memoaria é a capacidade de recordar os acontecimentos e

experiéncias do passado (157).

No decorrer de mais de um século assumiu-se que memoérias adquiridas
recentemente permaneciam em um estado dindmico por um periodo de tempo bem
curto, depois ela era fixada ou consolidada. Pensava-se, portanto, que memdrias
consolidadas eram persistentes e insensiveis a interrupcdes (158). Nos ultimos 15
anos esta visdo classica da consolidacdo tornou-se objeto de contestacao.
Evidéncias mostram que a recuperagdo ou reativacdo de memoérias consolidadas
voltam a um estado de memoaria instavel. Por sua vez, estas memorias reativadas

necessitam ser novamente reestabilizadas (reconsolidacao) (159).

Durante este processo, as memoarias reconsolidadas podem ser fortalecidas,
enfraquecidas ou mesmo atualizadas, possibilitando modificacdes em memoérias
aparentemente estaveis, até para aquelas memorias de década (159). Assim as
memorias sao suscetiveis a novas alteraces, desencadeando, desta maneira, uma
oportunidade para que memoérias aparentemente estaveis sejam atualizadas (159)
(Figura 4).

Esta idéia de que as memdrias retornam de um estado vulneravel depois da
sua recuperacdo ndo é totalmente recente. Ja na década de 1960, experimentos
utilizando choques “eletroconvulsoterapia”, um tratamento amnésico, propiciava
perda de memdria, quando era administrada logo em seguida a recuperacéo (160,
161). Respostas similares eram encontradas nos anos seguintes (162, 163). Estes
resultados foram interpretados como sinais para uma distingdo entre tragos de
mem©érias inativas, ndo vulneraveis dentro do cérebro, bem como tragos de

memoaorias ativas passiveis de interrupcéo, independemente do tempo de codificacao



48

(164). Identificado como amnésia dependente (162, 163) e tempo mais tarde

chamado de reconsolidacdo (165, 166).

Alterou a
meména
{inativa)

Memoéna

Novas
memonas
(ativas)

Armazenada
(ativa)

Aprendizagem wsp

Memoéria
Armazenada
{inativa)

Figura 4. O conceito da reconsolidacdo da memdéria. Depois de um estimulo novo ser aprendido, a
memdaria encontra-se no estado ativo até passar para a consolidacdo. No momento da recuperacdo a
memoaria consolidada que esta inativa passa para um estado ativo novamente, a partir deste ponto a
memoaria precisa ser estabilizada de novo. O processo pelo qual memdérias sao reativadas novamente
€ conhecido por reconsolidagdo. Durante o processo de reconsolidagdo os tragos de memoria ativos

sdo vulneraveis para as modifica¢des. Fonte: Adaptado de Schwabe et al. (159).

A capacidade para que ocorram alteragbes das memodrias emocionais
estabelecidas revelam importantes implicacbes para o tratamento de diversas
perturbacdes mentais, dentre elas o transtorno de ansiedade, como no transtorno de
estresse pos-traumatico (TEPT) (167). Neste transtorno de ansiedade o evento que
provocou o trauma pode ser considerado o resultado da superconsolidacdo da

memoria envolvida em eventos traumaticos, pela acao de hormonios do estresse,
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tais como os glicocorticéides e noradrenalina, que séo liberados em respostas a

inmeras situacdes de experiéncias trauméaticas (168).

Estes hormoénios sédo descritos como promotores da formacdo de memoarias
duradouras (158, 169). Desta maneira uma estratégia para tratar memodrias
traumaticas seria o blogueio da acdo destes horménios, apés um evento
potencialmente estressante e traumatico que ocorreu, interferindo no processo de
consolidacéo. Existem evidéncias que esta abordagem pode ser bem sucedida (170,
171, 172). Por exemplo, pacientes que sofreram um acidente de carro e foram
tratados com o antagonista do receptor B-adrenérgico propranolol pouco tempo
depois do acidente, tornaram-se menos propensos para o desenvolvimento dos
sintomas do TEPT nos trés meses que sucederam ao acidente, em comparacao aos

pacientes que receberam placebo (170).

Nestes casos, a formacdo da memodria somente podera ser modulada no
periodo de tempo relativamente curto apds o evento traumatico, durante os quais
muitas pessoas hdo conseguem acesso ao tratamento clinico. Aqui a reconsolidacéo
da memoria é acionada. Se as memarias sdo suscetiveis a alteraces novamente
apos a recuperacdo, isto pode gerar uma oportunidade para modificacbes da
memoria trauméatica. Pacientes com TEPT cronico foram solicitados a escrever um
roteiro de algum evento traumatico pessoal, abordando a situacéo traumatica que
provocou o TEPT (173). Os pacientes receberam logo em seguida propranolol ou
placebo. Ap6s uma semana todos o0s pacientes foram submetidos a um
procedimento de imagens orientado para roteiros psicofisioldgicos. Os resultados
encontrados revelaram que as respostas psicofisiolégicas durante a exposicdo da
imagem mental de situacdes traumaticas eram significativamente mais baixas em
pacientes tratados uma semana antes com propranolol do que os pacientes do

grupo placebo.

Outros trés estudos replicaram estes resultados (174). Apesar da falta de
grupo controle apropriada, estes estudos, possibilitaram concluir que os efeitos
observados eram em decorréncia das alteracdes na reconsolidagdo da memodria,
nao sugeriram que manipulacdes depois da recuperacdo da memoria devam ser
uma estratégia promissora para o tratamento da TEPT, mesmo quando o evento

traumatico ocorreu a décadas passadas (159).
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1.2.6 Os sistemas de Memo&ria em Humanos

A memoria de curto prazo, conhecida como sistema unitario, comeca a ser
guestionada devido a novos estudos experimentais, com a introduc¢ao do conceito de
memoria operacional sugerido por Baddeley e Hitch (175). Assim, a memoéria de
curto prazo, também definida como memoria imediata, por se tratar de uma memoria
de funcionamento rapido, que dura cerca de alguns segundos e no maximo de trés
minutos (154), portanto, € uma memoria que mantém os individuos integrados aos

fatos vivenciados da realidade imediata.

Memoria operacional, por sua vez, € um sistema que processa e armazena e
opera informac8es por um determinado periodo de tempo curto, que pode variar de
minutos a horas, com uma limitada capacidade para armazenar a informacao. Esta
memdaria exerce acdo na execucao de tarefas complexas e rotineiras, tais como a
compreensao da linguagem, raciocinio légico e matematio. Ela pode se comunicar
com retencdo e troca de informagdes com a memoria de longo prazo. Baddeley
(176) propds uma divisdo para a memaria operacional em subsistemas: o executivo
central, que desempenha gerenciamento das operacdes cognitivas e controle da
atencao, embora, apresente uma capacidade atencional limitada.

Dois outros subsistemas integram 0 executivo central, sdo eles: a alga
fonoldgica, que mantém por um tempo reduzido o processamento das informacdes
verbais e auditivas e 0 esboco visuoespacial, que apresenta funcBes similares
quanto as informacBes de aspecto visual e espacial. Existe ainda, um terceiro
subsistema, proposto por Baddeley (177), chamado de retentor episddico, que
exerce funcdo de integrar as informacdes fonoldgicas, visuais e espaciais
provenientes do ambiente externo ou da memdéria de longo prazo. Este subsistema

representa uma situagédo multimodal e temporal (178, 179).

Evidéncias mostram que o sistema do lago fonologico € bem estabelecido, e
funcionaria independente do sistema de memoéria visuoespacial. Este, porém,
poderia ser mais bem entendido caso houvesse uma divisdo em dois componentes:
um para as informagdes visuais e outro para as espaciais. Isto levaria a melhores
interpretacdes dos resultados experimentais, além de melhorar as estratégias para

modificacdes de memoarias traumaticas (180) (Figura 5).
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Figura 5. Classificacdo da Memodria. Fonte: Adaptado de Andrade et al. (181); (Repovs e Baddeley
(178).
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No caso da memdria de longo prazo, os sistemas multiplos de memorias
foram classificados e definidos como memorias declarativas (explicita) que poderiam
ser prejudicadas em pacientes amnésicos, por lesdo hipocampal (182) e néo
declarativa (implicita). Este primeiro tipo de memoaria envolvia a lembranca de fatos e
eventos conscientes, decompostas em memaria semantica (para fatos) e memaoria

episbdica (para eventos) (Figura 6).

A memoria declarativa foi considerada associada a uma rede altamente
flexivel, que permite que estas memorias sejam acessadas conscientemente e
“declaradas”, ou seja, memaria explicita na consciéncia (183). Além disso, danos no
hipocampo estdo envolvidos nestes processos mnemonicos, enquanto outros Sao
preservados. O sistema de memdéria poupado representa as memarias que nao
compde arquivos conscientes, portanto, meméria implicita a consciéncia (184). Este
sistema de memoéria que poderia estar preservado na amnésia ou em animais com
injuria hipocampal foi descrito como memorias ndo declarativas (implicitas) definidas
como memodrias que sao apresentadas por meio do desempenho e do
reconhecimento, como habilidades, priming (pré-ativado), condicionamento classico
e aprendizagem nao associativa (Figura 6).
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Figura 6. Memoéria de longo prazo e estruturas cerebrais envolvidas nos mudltiplos sistemas de

memoria. Fonte: (185) adaptado de Mullaly e Maguire (186). © National Academy of Sciences.
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1.2.7 Os sistemas de Memo&ria em Animais

Os animais demonstram possuir conhecimento do mundo que 0s cercam e
gque € necessario para que ocorra a sua reproducdo e sobrevivéncia. O
comportamento animal se organiza através da informacdo adquirida e antecipa os

eventos externos que ultrapassam as condi¢des ambientais (187).

A etologia encarrega-se de fornecer uma fonte de informagcdes em relacéo
aos eventos externos, tomando como base fatores genéticos e a histéria seletiva do
organismo. Campan e Breugnon (188) se referem a estas informagdes como uma
visdo extremamente genética “memdaria-restrita-a-leitura”. Por outro lado, Ades (187)
apontou que esta memoéria de contéudo hereditario estd também respaldada na
experiéncia, capaz de exercer um controle e orientar a vida dos animais no

ambiente.

7

Existe um consenso que a memdria é composta por varios sistemas ou
modulos, que funcionam e atuam de modo especifico. Por exemplo, a memdéria de
habitos (189) esta envolvida na aquisicdo de novas habilidades, melhor desempenho
motor e no comportamento operante, como na memoéria implicita. Se um esquilo
nunca abriu uma avela ira perder um bom tempo roendo-a de um lado para o outro,
mas com a pratica, logo chegara a uma solucédo simples, que apenas com uma
dentada, consegue partir a casca da avela em duas partes, incorporando esta acéo
ao seu repertério de comportamento (190). Portanto, a memoéria de habito se
desenvolve a partir das repeticbes e de acordo com Sherry e Schacter (189), este
tipo de memodria depende “da deteccao e da preservagao da invariancia durante a

repeticao dos episodios”.

A memoéria de eventos adotada por Sherry e Schacter (189), também
chamada memodria episédica (191), refere-se a preservacdo na entrada da
informacé&o recebida através da percepc¢éo, com suas variaveis especificas. Este tipo
de memoria € visto como memoria de eventos particulares, das localizagdes, das
sequéncias emitidas de respostas prévias e das interacbes sociais. E formada a
partir de estimulos apropriados e imediatos, bem como especificos. Ela mantém os
pormenores contextuais, promovendo algumas experiéncias do individuo como um

evento unico (189). Um experimento realizado com a ra (Rana pipiens) consistia da
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apresentacdo de um cartdo preto em rapida aproximacédo da rd. O animal se sente
ameacado e pula para o lado oposto onde se encontra o cartdo. Mesmo sendo uma
resposta automatica tem um fundo contextual: quando existe um obstaculo na frente
ou do lado da ra, o animal desvia o pulo. Desta maneira, Ingle e Hoff (192)
demonstraram que a rd se lembra dos obstdculos, por alguns segundos, apés a
remocéao do cartdo, contudo o animal continua a direcionar o pulo como se a barreira
ainda estivesse presente. Este comportamento do animal tem sentido porque a
experiéncia inicial com o cartédo foi codificada e resultou em tragcos mais ou menos
labeis no sistema nervoso do animal, que passou a incorporar a experiéncia
passada no seu repertorio e a memoria recebe o status de conceito etolégico basico
(189).

Sobre o aspecto da orientacdo, em animais, é importante que o refugio, o
local de coleta ou o ambiente da caca e o lugar apropriado das atividades
reprodutivas sejam locais para onde o animal possa voltar, depois de eventuais
afastamentos. Esta capacidade de armazenar as experiéncias anteriores e de poder
usa-las posteriormente, como verdadeiros guias de trajetorias, sdo essenciais para
0S animais, e apresentam diversas vantagens, tais como: diminuicdo dos esforgos e
tempo gasto com investidas aleatdrias em busca de alimento; redugdo das chances
de encontro casual com predadores, proporcionando liberdade para o animal realizar
outras atividades importantes para sua sobrevivéncia. Por consequéncia, esta
capacidade € selecionada em varias espécies, levando em conta fatores genéticos e
ambientais ecologicamente relevantes (189). Desta maneira, cada evento se torna
uma pista de extrema importancia para se armazenar e orientar o0 comportamento e
cada habito que se aprimora com a experiéncia se torna uma vantagem etologica

para o desempenho de um comportamento eficiente.

O labirinto aquatico de Morris (LAM) foi idealizado por Richard G. M. Morris
em (193), como um equipamento alternativo ao labirinto radial (194). Este teste é
amplamente utilizado (195, 196, 197). O LAM consiste de uma piscina redonda com
agua (Figura 7). O animal aprende a localizar a plataforma oculta de acordo com
quatro pontos de partida diferentes. Apds certo nimero de ensaios, utilizando-se de
pistas distais, os animais demonstram que a laténcia para a localizacdo da
plataforma oculta, diminui. Outra estratégia para avaliar a aprendizagem é testar 0s

animais com a remoc¢ao da plataforma escondida, mediando-se a quantidade de
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tempo gasto com o nado dos animais nas proximidades da antiga localizacdo da
plataforma (194). Camundongos podem usar trés diferentes estratégias para
localizar a plataforma oculta (198), como se segue: (1) estratégia “praxica”, que
ocorre no aprendizado de uma sequéncia de movimentos que devem ser
executados para chegar a plataforma; (2) estratégia “taxica”, quando o animal utiliza
sinais ou guias visuais proximais para alcancar a plataforma; e (3) estratégia
“espacial’, quando o animal atinge o alvo, utilizando-se informacOes sobre a
localizacdo espacial da pataforma, conforme a configuracdo espacial das pistas
distais disponiveis no momento dos ensaios. Poderiamos entender que a estratégia
praxica estaria relacionada a memaria de hébito, enquanto que as estratégias taxica

e espacial estariam associadas a memoria de eventos.

Plataforma
oculta

Figura 7. Labirinto aquético de Morris

Para o teste no LAM, o tamanho da piscina utilizada com camundongos pode
ser de 75 a 150 cm de diametro e, para ratos, de 150 a 180 cm. O diametro da
piscina pode ou ndo comprometer o desempenho dos animais nos ensaios, mas
depende também da cepa do animal utilizado (199, 200). Diversos parametros
podem ser avaliados no LAM, tais como laténcia para localizar a plataforma oculta e

medida do comprimento do caminho usado pelo animal para atingir a plataforma,
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velocidade do nado, tempo gasto nos quatro quadrantes, nimeros de cruzamentos
proximos da plataforma, e porcentagem de ensaios que foram detectados nos
animais que nao conseguiram encontrar a plataforma no tempo limite de 2 min (157).
Existem, porém, outros fatores que podem estar associados ao desempenho dos
animais no LAM, como por exemplo, o nimero de ensaios por dia, o numero de dias
de treino, o tempo de duracdo dos ensaios e tempo de intervalo entre um ensaio e

outro subsequente (201).

O teste do LAM permite a reproducdo de estudos relacionados com a
memoria de referéncia (memoria de eventos), memoéria de trabalho (memdria de
hébito) e aprendizagem (195, 202). Além disso, foi demonstrado que o LAM é
altamente sensivel para avaliar danos no hipocampo (197, 203, 204). Em adicéo
animais idosos exibem prejuizo de aprendizagem para localizar a plataforma de
escape (205, 206, 207). Um estudo longitudinal em camundongos revelou que a
aprendizagem ocorrida anteriormente no LAM pode prevenir deficits de memoria

espacial envolvida com o processo do envelhecimento (208).

O LAM é um paradigma de facil construcdo e também de boa adaptacéo,
contudo, requer sistemas de gravacao de videos com a utilizagcdo de softwares
sofisticados, que auxiliam na andlise de parametros comportamentais, as vezes, nao
prontamente com livre acesso para todos os pesquisadores. Para amenizar os niveis
de estresse no teste do LAM, alguns pesquisadores acreditam que € necessario um
periodo de habituacdo antes de iniciar os ensaios (194), entretanto, outros nao
concordam (209). O uso de pistas visuais “extra-labirinto”, pistas difusas e auséncia
de pistas podem interferir no desempenho da memodria espacial dos animais
testados no LAM (210).
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1.2.8 Desenvolvimento da capacidade mnemonica, da infancia ao

envelhecimento

Os correlatos neurais da memoria episddica humana tém sido o alvo de
inimeras investigagdes, pelos neurocientistas, nos ultimos 60 anos. O primeiro ano
pés-natal é caracterizado por mudancas draméticas no desenvolvimento da
memoria, principalmente na idade critica de (9 meses aproximadamente) em que 0s
bebés humanos possivelmente comecam a evidenciar rudimentar memoéria

dependente do hipocampo (186).

“Temos que comecar a perder a memoria, para perceber que ela é o que
torna a nossa vida. Pois a vida sem mem¢éria ndo é vida. Nossa memoria é
nossa coeréncia, nossa razao, nosso sentimento, até mesmo nossa propria
acao. Portanto, sem ela, ndo somos nada...” (211).

Imaginemos a vida sem memoaria, seria quase impossivel realizar todas as
tarefas que desempenhamos no dia a dia. Professores nédo poderiam ensinar, sem a
lembranca do que ja haviam aprendido nas aulas da universidade. Muasicos teriam
muita dificuldade para tocar e cantar onde estariam as notas musicais e as
partituras. Na verdade, quase todas as profissdes estariam comprometidas. De fato,

aprendizagem e memoéria fazem parte da nossa vida.

Este sentimento de vazio tem sido experimentado, muitas vezes, pelos
individuos que sofrem perda de memodria na idade adulta, e estudos com pacientes

amnésicos tem investigado essa condigéo (212).

Muitas pessoas acreditam que um bebé apresenta capacidade mnemonica
semelhante a pacientes gravemente amnésicos (212), mas isto ndo € verdade (213).
As criancas nao vivem como propos William James (214), em um estado de bagunca
e confusdo. Pelo contrario, criancas possuem uma capacidade surpreendente para
codificar e reter o conhecimento que séo proprias de suas necessidades (215).
Seguem alguns exemplos: recém-nascidos podem distinguir a voz de sua mée (216)
e aprendem a modificar seu comportamento de sucgdo em resposta ao reforgo da
amamentacao (217); com 3 a 4 dias de idade s&o capazes de reconhecer a face de
sua mée (218) e com 8 a 10 dias podem identificar o leite materno proprio de sua

mae em relagdo ao leite de outra mde (219). Porém, um forte contraste desta
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capacidade mnemonica, é detectado em humanos adultos, que ndo conseguem
lembrar nenhum episddio de sua infancia, tendo em vista que durante este periodo
da vida, os bebés sofrem profundamente de uma perda de memdria, chamada de

amnésia infantil (220).

Para desvendar esta aparente discrepancia, foi apresentada na comunidade
cientifica, teorias a respeito da literatura da memoaria infantil, através da publicacdo
de trabalhos conduzidos por Nadel e Zola-Morgan (221), Schacter e Moscovitch
(212) e Bachevalier e Mishkin (222) que estdo diretamente ligados a mudanca no
paradigma conceitual de memoria como uma entidade unitaria (223). O ponto de
partida é baseado no perfil cognitivo e da memaria do interessante paciente Henry
Gustav Molaison (1926-2008), conhecido por H.M.

“Quando tinha 27 anos de idade H.M. foi submetido a uma cirurgia de
remocao dos focos epilépticos. Nessa cirurgia foram removidos, de ambos
os lados, o lobo temporal medial (MTL), amigdala e os 2/3 anteriores do
hipocampo. Depois da cirurgia, H.M. perdeu a capacidade de formar novas
memodrias. Para ele tudo era novo, cada refeicdo, cada novo amigo, novo
caminho, novo lugar... tudo para ele era como se fosse a primeira vez’
(224).

Este evento tornou H.M. um amnésico para novas experiéncias, ou seja, para
memoérias episodicas. Assim, o hipocampo foi identificado como estrutura neural
critica para a aquisicdo e reconhecimento de memoarias episédicas. Apesar deste
prejuizo de memdria, o paciente H.M. apresentava novas habilidades processuais
como desenhar no espelho (225). O caso H.M. levou ao conceito de um mutiplo
sistema de memdrias. Habilidades preservadas em pacientes amnésicos eram
registradas através de inUmeras tarefas cognitivas e perceptuais (182). Achados
provenientes de trabalhos com modelo animal indicavam que o hipocampo
sustentava tipos especificos de memdéria (226-229), e conduziram a idéia de que
havia multiplos sistemas de memoria (230). Isto foi posteriormente apoiado com a
descoberta da existéncia de estruturas neurais para cada tipo especifico de memoria

(186).

s

O envelhecimento é caracterizado pelo processo de transformacédo de um
individuo adulto saudavel em mais fragil, com a diminuicdo das reservas dos
sistemas fisioldégicos e por um aumento exponencial para adquirir a maioria das
doencgas. Pela wvulnerabilidade que este processo propicia, pode conduzir o

individuo, em muitos casos, a morte (231).
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Ainda no processo relacionado ao envelhecimento ocorrem mudangas no
cérebro, como a atrofia, alargamento dos sulcos, estreitamento nos giros e
diminuicdo da matéria cinzenta cortical (232). Em consequéncia destas alteracdes
morfolégicas no cérebro pode haver um declinio nas habilidades cognitivas.
Salthouse e Czaja (233) demonstraram que idosos apresentavam desempenhos
mais baixos em testes cognitivos do que individuos mais jovens. Em adicdo, o
estudo da cognicdo em idosos vem focando em alguns processos atencionais € no
funcionamento cognitivo relacionados com o lobo frontal e a memoaria episoddica,

incluindo conteudos visuoespaciais (234).

A populacdo mundial de idosos tem crescido de forma significativa nas
tltimas décadas. Com este aumento, muitos pesquisadores estdo interessados em
avaliar e estudar esta clientela, em decorréncia de alteracbes naturais do processo
de envelhecimento (235). Neste processo ocorrem mudancgas fisicas, psicossociais,
funcionais e socioecon6micas. Mudangas fisicas sdo graduais e progressivas,
caracterizadas pelo declinio das funcées de determinados Orgaos vitais e dos
sistemas do corpo de forma diferenciada; as alteracbes psicossociais estao
envolvidas nas modificacbes afetivas e cognitivas, associados aos
comprometimentos fisioldgicos do processo de envelhecimento. Em relacdo as
mudancgas funcionais, existe a necessidade de ajuda, com o intuito de facilitar o
desempenho dos idosos nas atividades basicas do cotidiano. J4 as modificacbes
socioeconbmicas estdo intrisicamente relacionadas com o0s aspectos da

aposentadoria dos idosos (236).

Dentre as alteragBes cognitivas do idoso, a memodria vem se destacando.
Muitos idosos reclamam de falhas de memdéria. Eles podem avaliar a sua memoria a
partir da sua importancia para o desempenho das atividades do dia a dia. Este
aspecto é chamado de “percepgao subjetiva de memoéria”. Quando o idoso relata
deficiéncia da sua propria memoéria, desencadeia em si um momento de reflexao,
gue por muitas vezes passa despercebido das dificuldades do cotidiano, e neste
momento, o idoso pode refletir nas varias abordagens envolvidas com problemas de
memoria (237, 238).

Alguns aspectos da cognicdo podem ser prejudicados pelo processo do
envelhecimento, enquanto outros sao preservados (239). Avaliagbes de idosos

saudaveis, submetidos a testes neuropsicologicos, tém indicado que as fungdes
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cognitivas permanecem estaveis (239). Porém, existem os chamados “brancos
ocasionais”, representado pelo fato do idoso n&do se lembrar onde colocou seus
oculos e esquecer o nome de um amigo que ndo vé ha um bom tempo. Com o
passar da vida, os reflexos de falhas de memoria, os constantes esquecimentos
cotidianos, os efeitos das relagcbes com a familia e os amigos, propiciam aos idosos
sentimentos de um futuro incerto e preocupante, evidénciado através do papel vital

da memoria na vida humana.

Dentro desta Otica se faz necesséario ofertar atividades para os idosos,
visando a sua qualidade de vida, bem como estimular fungbes cognitivas e
emocionais para a manutencdo da sua autonomia nas atividades diarias e
prevencado de um possivel quadro de declinio cognitivo. Programas com atividades
deste tipo sdo ofertadas em ambiente hospitalar e monitoradas através de

pesquisas, como por exemplo, em Brasilia, pelo grupo de Da-Silva (240, 241, 242).

Estudos randomizados e controlados tém evidenciado que o treino cognitivo
pode melhorar a memoria, a atencdo, o humor e o bem estar psiquico, contudo, a

duracéo e o impacto no cotidiano dos idosos sdo desconhecidos (241-246).

No passar de décadas, fortes evidéncias tém sugerido que o hipocampo é
uma estrutural neural importante para a aprendizagem e memaria, bem como esti
relacionado com déficits cognitivos associados ao processo de envelhecimento (224,
247-254). Além disso, estudos envolvendo seres humanos com danos no hipocampo
tém revelado que estad regido encefalica desempenha um importante papel na
memoéria espacial (255-261). Desta forma, pacientes que apresentam dano no lobo
temporal medial bilateral demonstram prejuizo da memoria declarativa tipo
episddica, mas evidenciam o tipo semantica que se mantém relativamente
preservado (262, 263).

Adicionalmente, estes pacientes possuem boas habilidades para
desempenhar atividades de procedimentos e habitos, ou seja, memoria de
procedimentos ou ndo declarativas e apresentam, também, vocabulario normal e
conhecimento dos fatos aprendidos anteriormente. Alta atividade hipocampal tem
sido observada, através de imagem funcional, em pessoas, durante a navegagéo em
uma cidade virtual (264, 265). Similarmente, outro estudo envolvendo motoristas de
taxi de Londres mostrou que uma vasta experiéncia de navegacdo em uma cidade

estd relacionada a um maior volume de substancia cinzenta no hipocampo em
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comparagao ao grupo controle (266). Ademais, estudos com modelos animais (ratos
e macacos) com lesdes hipocampais ou altera¢cBes ligadas a idade acometidas no
hipocampo mostraram prejuizos no aprendizado em tarefas de memoria espacial
(267-272).

Desta forma, o hipocampo caracteriza-se como uma estrutura primordial para
a memoria declarativa, bem como vulneravel aos efeitos do processo de
envelhecimento (273, 274), portanto, injuria nesta regido encefalica resulta em
deficiéncias cognitivas semelhantes aquelas identificadas em pessoas idosas (275-
278). Outros estudos com humanos revelam que ocorre, com o avan¢o da idade,
uma diminuicdo de 30 a 80% no desempenho das pessoas na execuc¢ao de tarefas

gue estejam envolvidas com a memoaria espacial (279-283).

1.2.9 A vitamina C e o desenvolvimento das funcdes cognitivas

A vitamina C é um micronutriente de vital importancia para o cérebro e tem
sido relatados inumeras fungdes, tais como a neuromodulacdo e o envolvimento na
angiogénese. Auséncia de vitamina C no cérebro tem sido mostrada como
prejudicial & sobrevivéncia em ratos SVCT2 recém-nascidos (), e sua deficiéncia
perinatal reduz o volume do hipocampo, nimero de neurénios e causa diminui¢do da
cognicdo espacial em cobaias, sugerindo que a deficiéncia materna de vitamina C
pode ter consequéncias graves para a prole. Além disso, a deficiéncia de vitamina C
tem sido proposta como importante fator no declinio cognitivo e no risco de derrame

e gravidade relacionada a idade (284).

A proposta das causas e consequéncias da deficiéncia de vitamina C no
cérebro pode ser explicada por diversos fatores, dentre eles doencas, uso constante
do tabaco, inadequada ingestdo de vitamina C, bem como fatores genéticos e
gravidez. Em adi¢do, a vitamina C modula os sistemas colinérgicos, catecolinérgicos
e glutamatérgicos. O AA também desempenha fung¢édo no desenvolvimento neuronal

através da maturagdao, diferenciagéo e formacao da bainha de mielina (Figura 8).
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Figura 8 — Deficiéncia de vitamina C no cérebro. Adaptado de Hansen (284).

Evidéncias tém apontado para a vitamina C como um importante fator da
homeostasia redox no SNC, associado a inadequada suplementacdo de AA na
dieta, resultando efeitos negativos sobre o desempenho cognitivo (285, 286, 287). O
SNC apresenta alta concentracdo de vitamina C em compara¢cdo com outros 0rgaos
do corpo (7, 288). Dados tém revelado reducdo no volume do hipocampo e prejuizo
de memoria espacial em porcos da guiné induzidos pela deficiéncia de AA na dieta

(285, 289). No ceérebro a vitamina C é regionalmente distribuida com altas

concentragcbes, no hipocampo, coértex occipital e frontal (290, 291). Na verdade,
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neurdnios possuem alta concentracao de vitamina C, cerca de 10 mM, comparados

com as células da glia que apresentam cerca de 1 mM (292).

1.3 PLASTICIDADE CEREBRAL, COGNICAO E COMPORTAMENTO

A plasticidade neural consiste em uma mudanca adaptativa que acomete o
sistema nervoso nas suas fungBes e estruturas, podendo ocorrer em qualquer
momento do estagio da ontogenia, permitindo a interacdo do ambiente interno ou
externo, ou ainda como resposta aos danos, traumas ou lesdes que atingiram o

circuito neuronal (293).

Segundo Pia (294), o termo plasticidade foi introduzido pelo fisiologista
Alemé&o Albrecht Bethe, nos anos de 1930. Este cientista define a plasticidade neural
como a capacidade do organismo de adaptar-se as alteragdes que comprometem o
ambiente externo e interno, pela acédo sinérgica de varios O6rgdos, com a

coordenacao do sistema nervoso central (SNC).

Uma das mais importantes descobertas cientificas na area da neurociéncia,
gue culminou com o fim de um dogma a respeito dos neurbnios foram conduzidas
por Eriksson et al. (295) que publicaram, pela primeira vez, evidéncias concretas de
gue o cérebro de um individuo adulto humano possuia a capacidade de regenerar
novos neurbnios. Acreditava-se que neurbnios nao se reproduziriam em humanos
adultos. Partindo desta premissa estes pesquisadores evidenciaram em modelos
animais que apenas uma pequena porcdo de neurbnios sobrevive, como
consequéncia da tentativa de aumentar a quantidade de neurbénios. Os autores
concluiram que, através do enriquecimento ambiental (EA), que propicia constantes

desafios, € possivel duplicar a quantidade de neurbnios, apés o periodo de
enriquecimento (295).

Santiago Ramon y Cajal e Eugénio Tanzi desenvolveram trabalhos pioneiros
sobre a regeneracdo neural, que revelaram existir uma relacdo mais direta entre a
plasticidade neuronal e o SNC (296). Cajal afirmou que haveria uma possibilidade de

que a pratica do exercicio mental pudesse desencadear maior crescimento das
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ramificagcbes neuronais, enquanto Tanzi propds a hipotese de que, nas juncdes
neurais, ocorreriam alteracdes plasticas, durante o processo da aprendizagem (296).

Estudos da plasticidade neural podem ser classificados em situacfes que
manipulam o ambiente e avaliam as alteracbes morfolégicas e/ou funcionais no
ambiente neural, ou a nivel comportamental, apds traumatismo ou lesées do SNC,
conhecidos como “recuperacao de funcdes” (297). O processo agudo consiste em
mudanca do tecido nervoso para manter a homeostasia do organismo, bem como

para realizar a cicatrizacao e o reparo tecidual (297, 298).

A plasticidade neural tem sido investigada ao nivel molecular, visando
identificar possiveis mecanismos e processos celulares, bem como ao nivel
comportamental e da interacdo com o sistema neural. Neste contexto, pode-se
destacar o desenvolvimento neuronal, a recuperacdo das fun¢bes neurais e a
reorganizagdo morfofuncional da circuitaria nervosa envolvida nos processos de

aprendizagem, consolidacdo de memoria ou de lesdes cerebrais (299, 300).

Pesquisas envolvendo a plasticidade cerebral, propostas por Kolb e Whishaw
(297), seguem trés categorias gerais: metabdlicas, neuroquimicas e morfolégicas.
(1) As alteracBes das atividades metabolicas sdo avaliadas em é&reas corticais e
subcorticais, tanto no hemisfério onde ocorreu a lesédo (ipsilaterais) como no
hemisfério oposto (contralaterais); (2) As mudancas neuroquimicas sao focalizadas
em funcdo das sinapses, com a investigacdo dos processos e mecanismos que
promovem um aumento da sintese de neurotransmissores e sua liberacdo ou a
potencializacdo das respostas pos-sindpticas, em decorréncia de eventos que
estimulam a aprendizagem ou por lesdes neuronais; (3) as alteragdes morfologicas
acometem as estruturas das sinapses e dos neurdnios, tais como: a regeneracéao e
ramificacdo de axbnios, com aumento do tamanho dos corpos celulares, do nimero

de dendritos, da quantidade de neurdnios e das sinapses.

Para a analise comportamental, € necessario garantir as seguintes
caracteristicas: (1) ap6s a lesdo, o comportamento deve manter as suas
caracteristicas topogréficas e funcionais presentes como linha de base em relagéo
ao comportamento, antes da lesdo ter acontecido; (2) a recuperacdo de um
determinado comportamento ndo deve interferir de forma negativa em outros
comportamentos; e (3) o comportamento deve ser regular na sua frequéncia e se

mantém a longo prazo (297).
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Relatos do século XVIII ja demonstravam interesse pelos efeitos na
experiéncia, no treino e no exercicio, eventos, portanto, relacionados com o SNC.
Assim Bonnet e Malacarne (1779 e 1783), de acordo com as citacbes de
Rosenzweig (296), demonstraram que o0s encéfalos de animais que foram
submetidos a treinos sisteméticos, durante varios anos, apresentavam um cerebelo
bem mais desenvolvido e possuiam uma maior quantidade de circunvolugbes
comparadas aqueles animais sem treino. Entretanto, conceitos relacionados com a
plasticidade do SNC e do comportamento sé foram comprovados através de

experimentos, mais tarde, na década de 1960.

Experimentos com gaiolas-viveiro, utilizando técnicas de enriquecimento
realizados por Rosenzweig et al. (301) demonstraram que em diferentes idades,
havia uma interacdo dos animais com esse ambiente repleto de estimulos, que
resultou em modificagbes especificas no SNC. Foram encontrados alteracdes com o
aumento das seguintes estruturas cerebrais: na espessura das camadas do cortex
visual; no tamanho dos corpos dos neurdnios e dos nucleos; no nimero de sinapses
e na fenda sinaptica; na quantidade de dendritos e espiculas dendriticas; no volume
e no peso do encéfalo, bem como nos niveis dos neurotransmissores. Portanto,
alteracbes morfoldgicas e funcionais ocorreram em &areas corticais através da
exposicdo e da interagdo dos animais em ambientes ricos em diversidade de
estimulos (289).

Os mecanismos celulares subjacentes a aprendizagem e memoria sao
considerados como eventos que ocorrem na plasticidade sinaptica, com alteracdes
na estrutura ou bioquimica das sinapses, que resultam em mudancas nos efeitos
pos-sinapticos. O psicologo Donald Hebb (1940) hipotetizou que tracos da meméria
permanente poderiam ser formados e sustentados através das interacdes de redes
neurais (302). Cerca de 30 anos depois, Bliss e colaboradores em 1973 detectaram
um aumento de longa duracdo na intensidade sinaptica no giro dentado, em coelhos,
como resposta a estimulagéo de alta frequéncia (303, 304). Este fenbmeno passou a
ser conhecido como potenciacdo de longa duracdo (LTP) bastante estudada no

hipocampo (305).

A LTP é estudada em finos cortes de fatias de hipocampo que sao
preservadas vivas em solucdo artificial do liquido cefaloespinal. Lesdes no

hipocampo afetam a LTP e podem conduzir a déficits de memoéria. A LTP, como
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fendmeno subjacente ao armazenamento da memoria, em animais, pode ocorrer em
duas fases: (1) fase inicial da LTP, que ocorre geralmente por um tempo menor do
gue uma hora apos a estimulacéo; esta LTP nao requer a sintese de proteinas e da
transcricdo génica; (2) fase tardia, que ocorre pelo periodo maior do que 3 horas
apos a estimulagéo; esta LTP envolve a sintese de proteinas e a transcricdo génica
(306, 307). Na fase tardia da LTP foram relatados déficits associados ao processo
de envelhecimento (308, 309, 310). Ademais, depois de multiplas sessdes diarias
que induziam LTP, foi demonstrado que a LTP foi deteriorada mais rapidamente em

ratos idosos, quando comparados com os ratos adultos (275).

Estudos tém demonstrado que o receptor de glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA) esta envolvido na grande maioria das formas da LTP (311-315), onde o
influxo de calcio para o interior da célula € estimulado pela ativacdo do receptor
NMDA. A entrada de calcio no neurbnio pés-sinaptico ativa proteinas quinases,
como a calcio/calmodulina quinase, em seguida ocorre a ativagcao do acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiébnico (AMPA), que produz um aumento da
condutancia de moléculas de soédio e potassio, aumentando a capacidade de
responder ao estimulo emitido pelo glutamato (316). Este influxo de célcio
proporciona também a ativacdo de adenil-ciclase, que ativa adenosina trifosfato
(ATP) para o AMPc. Esta molécula ativa a proteina cinase C que promove a
fosforilacdo do fator responsivo de transcricdo do AMPc (CREB), bem como a
sintese de proteinas e mudancas estruturais (317). A ativacdo do receptor NMDA
desempenha importante papel na aquisicdo de memodria espacial (318, 319).
Quando ocorre um blogueio farmacolégico deste receptor ou dele¢cao da subunidade
NR1, ocorrem injarias substanciais da memoria de referéncia espacial (313, 314,
319, 320). De maneira similar, camundongos nocaute NR1 apresentam também

comprometimento da LTP (321).
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1.3.1 Desenvolvimento Neural e Cognitivo

O sistema nervoso estad relacionado ao estresse, onde é percebido e
determinado o que € ameacador, além de emitir respostas comportamentais e
fisiolégicas em combate ao agente estressor. O desenvolvimento cerebral possui
uma grande capacidade de adaptar-se e promover mudancas as situacfes
estressantes e outras experiéncias, tais como estrutural e de substituicdo neuronal,
remodelacdo dendritica e alteracdo do volume sinaptico. Estes eventos sao
caracteristicas de respostas neurais emitidas por um adulto, em detrimento a fatores
ambientais. O hipocampo € uma estrutura onde os trés tipos de plasticidade
estrutural foram observadas e investigadas, com o uso da combinacdo de
abordagens comportamentais, eletrofisiologicas, morfolégicas, moleculares e

farmacoldgicas (322).

Da mesma maneira, novos dados de regibes cerebrais envolvidas na
ansiedade, medo, humor, funcdo cognitiva e controle comportamental, como a
amigdala e o cortex pré-frontal também demonstram que o cérebro de um individuo
adulto é na verdade maleavel, e, portanto, uma estrutura adaptavel, que apresenta

uma capacidade de plasticidade estrutural reversivel (322).

Os hormoénios esterdides possuem um papel importante, atuando nesta
plasticidade, tanto por via genémica como também via mecanismos ndo-genémicos.
Em adicdo, outros mediadores intracelulares, bem como sistemas de

neurotransmissores também participam da plasticidade estrutural (322).

O estresse desencadeia um desequilibrio dentro do circuito neural
encarregado de auxiliar a cognicao, a tomada de decisGes. A ansiedade e o humor
podem aumentar ou diminuir a expressao destes comportamentos. O aumento da
vigilancia, do medo e da ansiedade em um ambiente ameacador pode ser
caracterizado como uma mudanca adaptativa. Contudo, se a fonte de perigo passa,
mas o estado comportamental persiste, bem como as mudancas no circuito neural,
esta inadaptagcdo pode necessitar de uma intervencgdo, realizada através da
combinacdo de terapia comportamental e farmacoldgica, como por exemplo, em

casos cronicos de transtorno de ansiedade e de estado de humor (322).
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1.3.1.1 Comprometimento Cognitivo Leve ou Declinio Cognitivo

O conceito de Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) vem se
desenvolvendo na ultima década, com a finalidade de compreender a relacdo entre
o envelhecimento saudavel e patologico (323, 324, 325). Individuos que apresentem
CCL nem sempre evoluem para a deméncia, apresentando quadros estaveis e
também podem demonstrar diminuicdo do déficit cognitivo. Este fato pode ser
associado a diversos quadros clinicos, tais como: doencas metabdlicas, eventos
traumaticos, bem como doencas vasculares e psiquiatricas e também depresséo
(326). Este conceito pode ser classificado dentro de alguns subtipos, que podem ou
nao apresentar reclamacdes a respeito dos déficits de memoria pelos idosos. Os
subtipos sdo denominados: CCL amnéstico de unico dominio; amnéstico multiplos
dominios; ndo amnéstico de multiplos dominios e ndo amnéstico de Unico dominio.
O subtipo CCL amnéstico (CCL-A) é o mais evidente e que comumente desencadeia
a doenca de Alzheimer (325, 326).

Para se diagnosticar o CCL nos individuos se utiliza o critério apresentado no
CCL-A, ou seja, 0 subtipo amnéstico. Estes critérios incluem: (1) queixa subjetiva de
memoria; (2) déficits de memoria em decorréncia da idade e anos de escolaridade,
que foram detectadas em testes neuropsicolégicos; (3) observacdo que as
atividades da vida diaria e as demais funcdes cognitivas sdo preservadas; e (4)

auséncia de deméncia (325).

Estudos longitudinais revelam que ocorre uma taxa de conversao de 10% a
15% ao ano de pessoas identificadas com CCL-A, para a doenca de Alzheimer (DA).
Por outro lado, individuos saudaveis podem evoluir para DA em uma taxa de apenas
1% a 2% ao ano (325, 327). Desta forma, se faz necessario a busca de intervencdes

para este grupo de pessoas, visando a qualidade de vida (328).
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1.3.1.2 Declinio Cognitivo em Modelos Animais

O processo de envelhecimento esta associado ao declinio das funcbes
cognitivas, tanto em humanos como em animais de laboratério. Roedores jovens
adultos desempenham tarefas de aprendizagem melhor e mais rapidas do que
animais idosos. Esses animais envelhecidos, quando expostos ao enriquecimento
ambiental, podem melhorar sua capacidade de aprendizagem e desempenhar suas
tarefas cognitivas como um animal jovem. O cérebro dos animais idosos ainda retém
apreciavel plasticidade para desencadear melhora nos processos cognitivos pelos
quais estes animais s&o submetidos (329).

Lesbes semelhantes, com a presenca de depdsitos amildides ja foram
encontradas em animais idosos como cées, primatas, roedores e ursos (330, 331,
332). Caes idosos foram utilizados num estudo para avaliar a acumulagado de [3-
amiléide (constituintes de depdsitos amildides) e também das func¢des cognitivas. A
acumulacdo deste peptideo se relacionou a queda global da cognicdo e afetou
apenas algumas tarefas comportamentais. No entanto, o nivel de deficit cognitivo
estava mais associado ao grau de deposi¢cao do que com a idade do animal, ja que
individuos diferentes do mesma faixa etaria apontavam graus de acumulagéo
diferenciados (329).

1.3.1.3 Reserva cognitiva e escolaridade como aprimoramento cognitivo em

humanos

A reserva cognitiva (RC) ou reserva cerebral é a capacidade do individuo de
tolerar as mudancas associadas com a idade e com doencas envolvidas com
patologias cerebrais, sem o desencadeamento de sintomas clinicos ou sinais
fisiologicos em decorréncia da doenca (333). A RC sugere, ainda, que a inteligéncia
inata ou experiéncias da vida cotidiana podem fornecer reserva, que consiste de um
conjunto de habilidades ou repertorios que possibilitam aos individuos a lidar com o

desenvolvimento progressivo de deméncias, DA ou deméncia vascular, de uma
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maneira melhor do que outras pessoas (334, 335). Ademais a RC também explica a
relacdo entre a escolaridade, a complexidade ocupacional, a habilidade para a
leitura, o indice de inteligéncia (IQ) e a deméncia. A RC é vista como modificacbes
de estruturas do préprio cérebro e processamento (336). Efetivamente, alteracdes
cerebrais morfologicas e neuroquimicas foram detectadas em animais crescidos em

ambientes enriquecidos com varios fatores estimulantes (337).

A RC ¢ \utlizada para explicar como os individuos podem variar
significativamente em termos do declinio cognitivo, bem como a manifestacdo dos
sintomas para a deméncia, em relacdo as alteracbes neurodegenerativas que séo
semelhantes nos aspectos da natureza e da extencdo (338). A RC pode assumir
duas caracteristicas, conforme entendimento de Stern et al. (339). (1) reserva
neuronal formada por redes cerebrais que sdo mais eficientes ou demonstram
grande capacidade neural e podem ser menos susceptiveis a injurias e (2)
compensacao neural nas quais as redes cerebrais alternativas podem compensar os

danos induzidos por patologia em redes neuronais preexistentes.

Desta forma, tem-se postulado a hipétese que a RC atua através de ambos
0S mecanismos: de protecdo e compensatorios. As pessoas que possuem altos
niveis de RC terdo uma menor prevaléncia e incidéncia de desenvolver deméncias,
principalmente DA. Existem ambos os caminhos: patoldgico e clinico. O patoldgico
se inicia em um tempo fixo no percurso da vida. Isto pode sugerir que o individuo
gue possui maior RC levaria mais tempo para o inicio da DA e, portanto, morreria
também mais tarde. Porém, pode-se supor que o tempo do inicio da DA pode variar
e ter desdobramento lento e silencioso. Entdo a hipétese da RC sugere pouco ou
nenhum efeito sobre a idade do paciente para que o aparecimento de sintomas

clinicos de deméncia se manifeste (340).

A hipotese explicita para a RC é a no¢do de um limiar, porque, neste caso, a
RC j4 ndo pode compensar a injaria cerebral subjacente. Finalmente, pode-se
esperar que entre os pacientes demenciados, aqueles individuos com maior RC iréo
demonstrar uma maior patologia cerebral comparada aqueles pacientes com menor
RC (340).

Em conclusdo uma estimulacdo mental e fisica mais intensa no inicio e
durante toda a vida pode aumentar a RC, permitindo que as fungdes cognitivas

sejam mantidas em idosos e com a finalidade de proteger e retardar o aparecimento
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de deméncia ou DA. Em relagéo a escolaridade como uma medida substituta para a
RC, fica evidente a ligacdo das deméncias com a educacado, postulada que a
hipétese da RC para o ensino superior pode ser: (1) reduzir a prevaléncia e
incidéncia de deméncia; (2) apresenta pouco ou nenhum efeito sobre a idade no
inicio da deméncia; (3) possui um efeito limiar, como resultado de um declinio

cognitivo acelerado; (4) ndo tem efeito sobre a morte do paciente (335).

O papel da escolaridade vem crescendo, ao longo do tempo, como uma
variavel sociodemografica importante para o processamento neuropsicolégico. Neste
sentido dados coletados em individuos saudaveis tem evidenciado que, quanto
maior forem os anos de estudos, melhor serd o desempenho em inUmeras tarefas
neurocognitivas, com alteracdes estruturais, volumétricas e funcionais do cérebro.
No que se refere aos dados coletados de amostras de pacientes com lesdo cerebral
adquirida, foi observada uma tendéncia de sobreposicado do efeito da escolaridade
sobre o da leséo; e com pacientes portadores de quadros demenciais houve uma

relacdo de maior escolaridade com o aumento da RC (341).

As varias areas da neuropsicologia clinica, cognitiva, do desenvolvimento,
experimental, de avaliagdo e reabilitagdo vem buscando novos entendimentos sobre
as influéncias sociais e culturais nas diversas funcdes cognitivas. Essas influéncias
incluem a escolaridade, experiéncias pessoais e a quantidade de atividades

desempenhadas pelos individuos no seu cotidiano (342).

Pesquisas comportamentais e de neuroimagem destacam o papel da
escolaridade no desempenho de tarefas neuropsicoldgicas, na organizacao cerebral,
bem como um fator neuroprotetor em algumas patologias cerebrais (341). Estudos
em individuos saudaveis revelam que a quantidade de anos de estudo € um fator
importante para se determinar o desempenho neuropsicolégico em atividades que
envolvem a memoria, a atencao, a linguagem e as funcfes executivas. Até mesmo
em tarefas cognitivas ndo verbais tém-se observado o impacto dos anos de
escolaridade (343).

Estudos que tém como objetivo uma andalise comparativa entre grupos ou
normatizacao, evidenciam que a variavel escolaridade desempenha papel relevante,
sendo acompanhada pelo fator idade (344). Na analise comparativa entre individuos
analfabetos, que nao tenham frequentado nenhuma aprendizagem formal escolar, e

pessoas escolarizadas, a avaliagdo da influéncia da variavel escolaridade e da
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aquisicdo da linguagem na cogni¢cdo humana, ao nivel comportamental, revelou que
os individuos escolarizados tiveram melhor desempenho das tarefas em relacao aos
nao escolarizados (343, 345, 346).

Outro estudo conduzido por Meguro et al. (347), com idosos de 65 anos ou
mais, demonstraram efeitos sobre a educagdo em algumas tarefas cognitivas, tais
como: fluéncia verbal de geracado de listas e de palavras; Trail Making Test (A e B);
memoria episddica de curto prazo e abstracéo e julgamento. De acordo com a idade
dos participantes, somente foram observados efeitos no subteste de simbolo de
digitos da Escala Wechsler de Inteligéncia revisado (WAIS-R), quando o efeito da
variavel escolaridade foi controlado. Estes achados sugerem que a escolaridade
como uma reserva cognitiva desempenha um papel importante no processo de

envelhecimento, de um modo mais ativo do que em relacéo a variavel idade.

Estes autores apontaram a escolaridade como uma variavel que esta
envolvida em experiéncias ambientais, que promove também efeitos na cognicao e
indicaram que as diferencas encontradas entre 0s grupos podem ser devido a
alteracdes estruturais do cérebro, resultando no aumento das sinapses e na

vascularizagdo cerebral (347).

Outro estudo longitudinal foi realizado com uma populacdo de idosos
chineses investigou variaveis sociais, de estilo de vida e de saude (348). Os
resultados encontrados sugerem que os efeitos da escolaridade foram indicadores
independentes do prejuizo cognitivo, mesmo apdés as variaveis como risco
cardiovascular e as variaveis socioculturais e de saude serem controladas. Por outro
lado, outro estudo comparativo com idosos de 60 a 64 anos demonstrou que o0 grau
de atrofia cerebral associada com a idade ndo estava relacionada com a
escolaridade dos idosos na execuc¢do das tarefas cognitivas. Os grupos analisados
quanto a variavel escolaridade apresentavam o seguinte perfil: menos de 10 anos de
estudo, de 10 a 12 anos de estudo e o ultimo grupo de 13 anos de estudo ou mais.
Portanto, ndo havia grupo de pessoas com baixa escolaridade. Estes resultados
sugerem que a educacdo exerceu um efeito protetor contra o declinio cogntivo

apenas em individuos com altos niveis de atrofia (349).

A heterogeneidade cognitiva parece estar relacionada a fatores genéticos e
psicologicos, com a predisposi¢cdo para doencas cronicas e degenerativas, bem

como a personalidade e fatores envolvidos no histérico de vida de cada individuo
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com o passar dos anos de idade (350, 351). Assim, maior heterogeneidade esta
presente no desempenho neuropsicolégico em pessoas que possuem baixa
escolaridade, quando comparadas aquelas de alta escolaridade. Isto pode ser
explicado provavelmente em decorréncia da interacdo da escolaridade com o meio
social (352, 353). A heterogeneidade também ocorre na avaliacdo do desempenho
cognitivo em adultos jovens, podendo influenciar os diferentes niveis de estimulacao

cognitiva que estdo sendo avaliados (341).

Técnicas complementares de neuroimagem estdo associadas as
investigacOes de tarefas neuropsicoldgicas relacionadas aos efeitos da escolaridade
sobre 0s processos cognitivos. Estudos conduzidos por Solé-Padullés et al. (354),
utilizando ressonancia magnética funcional (fMRI), mostraram que, entre grupos de
adultos saudaveis, a maior RC, esta associada ao tamanho do cérebro e a menor
ativacdo cerebral durante a execucdo de tarefas cognitivas. Participantes que
possuem maior RC usam menos redes neurais, contudo, desempenham com maior
eficiéncia as tarefas propostas, em comparacdo com idosos que demonstram pouca
RC e, portanto, ativam mais regides encefélicas para desempenharem as mesmas
tarefas, como por exemplo: as regides fronto-temporais, nucleos subcorticais e o

cerebelo. O fenbmeno esta relacionado a respostas compensatorias (355).

1.3.1.4 Enriquecimento ambiental como aprimoramento cognitivo e comportamental

em animais

Donald Hebb (1940) formalizou a importancia do enriquecimento para
roedores em laboratério. Este pesquisador demonstrou que, quando ratos de
laboratérios que tinham liberdade para explorar suas caixas, semelhantes a animais
de estimacao, apresentavam melhores respostas para resolver problemas e exibiam
maior habilidade em tarefas que avaliavam a aprendizagem do que ratos alojados

em condi¢cOes laboratoriais padrao (356).

Atualmente, o termo “enriquecimento ambiental” foi proposto como um
conjunto de atividades que possibilita melhorar as necessidades etologicas e

psicologicas dos animais, com modificacdes no seu recinto e na sua rotina, visando
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ofertar desafios ou aparatos ecoldgicos, cognitivos, ocupacionais ou artificiais, para
otimizar o bem-estar fisioldgico e psicoldgico dos animais (357). Estes estimulos nédo
sao recebidos pelos animais, quando expostos a condi¢cdes de alojamento padréo
(296).

O EA tem sido avaliado desde 1960, por inimeros pesquisadores que visam
observar seus efeitos de estimulacdo ambiental, experiéncia e treino sobre o
cérebro. Rosenzweig et al. (301) realizou um experimento classico. Estes autores
utilizaram “gaiolas viveiros” com uma rica variedade de estimulos, tais como diversos
objetos de formas e tamanhos diferentes, espelhos, rodas de atividade, escadas e
espaco mais amplo, bem como diferentes estratégias para obtencdo de alimentos.
Os resultados demonstraram que em diferentes idades, a interacdo com esse
ambiente enriquecido em estimulos houve um aumento da espessura das camadas
do cortex visual, do tamanho do nucleo e do corpo celular do neurénio, aumento do
namero de sinapses e das fendas sinapticas, do numero de dendritos e de espiculas
dendriticas, bem como maior volume e aumento do peso cerebral e, por fim,

alteracdes nos niveis dos neurotransmissores (301).

Pesquisadores como Widman et al. (358), Tomaz e Costa (359) e Ferrari et al.
(360) revelaram alteracdes neuroquimicas em decorréncia da exposi¢cdo de animais
em ambiente enriquecido, como sintese de proteinas no cortex e aumento da
porcentagem de RNA. Em adicdo, o EA altera os niveis de cortisol. Por exemplo,
Carlstead et al. (361), trabalharam com ambiente enriquecido para leopardos
(Prionailurus bengalensis) em cativeiro, que possibilitava que estes animais
pudessem se esconder de outros felinos maiores (Panthera spp) que viviam em
cativeiro vizinho. Estes autores observaram que houve uma reducdo de
comportamento e de estereotipias motoras denominadas “pacing” (i.e., andar de um
lado para outro sem uma finalidade aparente) seguido da diminui¢do dos niveis de
cortisol.

Outro grupo de pesquisadores (362, 363) constataram que EA aplicado no
cativeiro de grande felinos (Panthera tigris tigris) no Zooldgico de Brasilia, Distrito
Federal, desinibiram as atividades locomotoras desses animais quando exposto a
presenca de visitantes. Ademais, o EA acentuou as atividades comportamentais
cognitivas e diminuiram anormalidades, tais como o0 pacing. Estes resultados

demonstraram o efeito terapéutico de EA, amenizando o0s niveis de estresse no
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cativeiro induzido pela auséncia de estimulos, e também pela presenca dos
visitantes, sugerindo uma correlacdo biolégica propiciada pela intervencdo do EA,

pelas quais estes felinos foram submetidos (241).

Roedores crescidos em ambiente enriquecido apresentam uma série de
respostas plasticas no cérebro, dentre elas: neurogénese, aumento da ramificagédo
dendritica, aumento do tamanho celular, que podem ter como consequéncias
melhoras na aprendizagem e memoria (364, 365, 366). Estes eventos podem
conduzir na busca do entendimento de doencas neurodegenerativas em modelos

animais, bem como de lesbes cerebrais e transtornos psiquiatricos (367-371).

Estudos que envolvem o uso de EA em ratos de laboratério dependem de
diversos fatores. (1) tamanho das caixas e o0 numero de animais alojados em cada
caixa; (2) tipos de objetos utilizados no periodo de enriqguecimento; (3) a idade dos
animais no inicio da manipulacdo experimental; (4) o periodo de duracdo que 0s
animais sao mantidos na caixa de enriquecimento (5) A cepa e 0 sexo dos animais
utilizados no protocolo experimental e (6) os tipos de controles utilizados, controle
social (CS) ou controle isolado (ClI) (372).

A média da densidade das caixas utilizadas no EA em varios estudos foi
estimada em 1.039 cm®animal e 4 a 5 animais por caixa. A quantidade de ratos
alojados juntos variou muito, no maximo 15 e no minimo 2 ratos por caixa. Brown e
Grunberg (373) constataram que animais expostos em caixas lotadas produziu um
efeito elevado dos niveis de corticosterona e também elevados niveis de ansiedade
guanto mantidos em condicdes de isolamento. Ademais, ratos crescidos em
isolamento exibem um padrdo comportamental conhecido por “sindrome do
isolamento social”’, que esta ligado a hiperatividade na exploracdo por ambientes
novos, mas pobre para a adaptabilidade (374) e maior impulsividade (375), quando
comparados a ratos crescidos em EA. Adicionalmente, ratos Cl submetidos ao LCE
apresentaram maior nivel de ansiedade, evitando explorar os bracos abertos do que
os animais CS (376, 377). Finalmente, ratos alojados em condi¢cdes de isolamento
demonstram comportamento depressivo, quando testados no teste do nado forgcado
(TNF) (374, 378), maturacdo sexuais tardia (379) e sao mais afetados
negativamente pelos estimulos estressantes do que o0s animais alojados em EA
(372).
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Laviola et al. (370) prop0s que animais mantidos em EA devem ser usados
com o objetivo de testar a validade de modelos animais de transtornos psiquiatricos
e neurodegenerativos, contudo é necessario a padronizacdo do EA para se obter

bons resultados.

Estudos conduzidos por Zimmermann et al. (380) notaram que ratos mantidos
em EA, submetidos ao teste do campo aberto, demonstraram capacidade para
explorar os conflitos gerados pela emocionalidade/medo, pois o comportamento
exploratorio pode ser reduzido pela expressdo de medo manifestada pelo animal. EA
diminui este medo e desencadeia a habituacdo mais rapida a novos ambientes,
comparados com Cl ou CS. Em adicdo, se houver uma habituacdo mais répida,
melhor sera o processamento da informacdo, e consequentemente, melhor

habilidade de enfrentamento (372).

Em relagdo & emocionalidade da ansiedade, estudos tém mostrado que o EA
reduz os niveis de ansiedade em ratos com a idade de 4 semanas, mantidos em EA
por 9 a 13 semanas, quando submetidos ao LCE, exibindo significativamente maior
porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos e entradas nos bragcos abertos em
comparacdo com os controles ClI ou CS. O grupo controle CI revelou,
significativamente, porcentagem mais baixa de tempo gasto nos bracos abertos e
entradas nos bracos abertos, do que ambos os grupos alojados em condi¢des de EA
ou controle CS, apresentando o efeito da interacdo social, mesmo na auséncia de
EA fisico (381).

Sobre os aspectos de género, ao avaliar ratas fémeas expostas ao EA com 9
a 13 semanas de idade, alojadas por 4 a 8 semanas no EA e com o uso de controle
Cl, obteve-se como resultado o aumento do tempo gasto nos bracos abertos e
reducdo da porcentagem de tempo gasto nos bracos fechados (382). Além disso,
animais expostos ao EA p6s desmame, com duracdo de EA de 9 a 13 semanas,
aumentaram o numero e a porcentagem de entradas nos bracos abertos no LCE
(383, 384) em comparacdo com os controles CS. Todos estes achados corroboram
com a sugestdo de que EA reduz os niveis de ansiedade em animais submetidos ao
LCE. Porém, dois trabalhos contraditérios foram encontrados, demonstrando que
nenhuma diferenca significativa ocorreu no tempo gasto ou na porcentagem de
entradas nos bracos abertos sobre ratos alojados em AE, controles Cl ou CS (378,
385).
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O estudo conduzido por Brenes et al. (378) demonstrou que os ratos machos
mantidos em EA apresentaram significativamente mais entradas nos bracos
fechados do que os seus controles CI ou CS, pelos quais sugerem aumento dos
niveis de ansiedade nestes animais. Estes autores indicam que possivelmente estes
resultados possam ter sido devido a fatores de procedimentos laboratoriais, como
por exemplo: local de aplicagdo do LCE muito iluminado e altera¢cdes nos niveis de
ansiedade promovida pela manipulacdo dos animais no momento da marcacao do
rabo (378). Outras avaliacdes dos niveis de ansiedade com animais alojados em EA,
por 2 semanas, revelaram que EA foi capaz de reduzir o comportamento defensivo

em ratos Wistar adultos em relagéo ao CS (386).

O teste no LAM é utilizado para avaliar a aprendizagem e a memoria, bem
como efeitos de EA. Neste caso, ratos mantidos em EA tém mostrado reducdo na
laténcia para localizar a plataforma oculta no teste do LAM em relagéo ao ClI (387) e
também comparados aos controles CS (388, 389, 390). Animais alojados em EA
com 4 semanas de idade, mantidos em EA por 4 a 8 semanas e controles Cl e SC
também apresentaram reducdo da laténcia para localizar a plataforma oculta no
LAM (391).

Outro estudo registrou que os animais Cl demoraram 6 dias para localizar a
plataforma oculta com o tempo minimo de 7 a 10 s, enquanto o grupo dos animais
mantidos em EA atingiram estes mesmos critérios apenas em 3 dias de treino (388).
Resultados contraditérios também foram revelados no teste do LAM em animais
alojados em EA. Estudos conduzidos por Ueda et al. (392) ndo encontraram nenhum
efeito na laténcia de localizacédo da plataforma oculta em animais alojados em EA.
Estes autores sugerem que possivelmente os animais CS apresentaram bom
desempenho no LAM e caso fosse utilizado CI a diferenca significativa poderia ter

sido detectada.

Adicionalmente, animais crescidos em EA, por 1 ano, apresentaram
diminuicdo da laténcia em relacdo aos Cl (393). Ademais, EA foi capaz de reduzir a
laténcia em animais alojados por 9 a 13 semanas em condi¢des de EA (394) além
de diminuir thigmotaxia em comparacdo com o grupo Cl (382) e com o grupo SC
(395).
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Ratos expostos ao teste do campo aberto tendem a explorar a zona
periférica deste equipamento. Este comportamento de permanecer perto
das paredes laterais do aparato € chamado de thigmotaxia. Porém, a
thigmotaxia diminui lentamente durante os primeiros minutos apds a
introducéo do animal no teste. Experimentos anteriores tém considerado o
grau de thigmotaxia como indicativo de ansiedade. Esta hipo6tese foi
validade com o uso de drogas ansiogénicas, que aumentam a thigmotaxia e
ansioliticas que reduzem este comportamento (396).

Finalmente, Cui et al. (397) ndo observaram nenhum efeito do AE em ratos
normais mantidos por 4 a 8 semanas, em EA, no desempenho do teste do LAM.
Contudo, condicbes de EA restauraram os déficits de aprendizagem espacial devido

a estimulos estressantes sofridos pelos animais no inicio da vida.

Estudos envolvendo condicbes de EA avaliados sobre teste no LAM
apresentam principalmente efeitos de EA sobre o processo de envelhecimento ou
declinio cognitivo, proveniente de resultados de lesdo ou injaria cerebral. Em geral,
pelo que foi demonstrado em diversos estudos, tudo indica que os efeitos
encontrados com o uso de EA em experimentacdo animal revelam efeitos positivos
sobre a aprendizagem espacial e memoaria analisados no teste do LAM, embora com
algumas excecdes, em decorréncia de resultados contraditorios publicados na
literatura (372).

O EA por um periodo curto de tempo, todos os dias ou continuo, de 3 a 4
semanas, ndo atingiu efeitos benéficos em camundongos (398), Por outro lado,
guando os animais sdo submetidos a mais de 10 semanas, continuamente em EA,
disponibilizando interacfes sociais, atividades fisicas e desempenho de funcdes
intelectuais ocorre reducdo do declinio da memdéria espacial envolvida com o
processo de envelhecimento (399). Em adicdo, EA, por um periodo longo de tempo,
aumenta a neurogénese hipocampal até 5 vezes em animais idosos (400). Em
camundongos idosos transgénicos (modelo animal de Alzheimer) também ocorreram
melhoras cognitivas (401), bem como diminuiram a incidéncia e severidade de

transtornos neurodegenerativos relacionados ao processo de envelhecimento (402).

A habilidade de EA sobre a longevidade foi investigada por Lores-Arnaiz et al.
(403) onde se considerou marcadores de plasticidade sinaptica durante o processo
de envelhecimento. Os experimentos foram conduzidos em ratos machos e fémeas
mantidos em EA com SC por 107 semanas (a idade final dos animais era de 27

meses). Os resultados revelaram que o EA aumentou significativamente a
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longevidade dos animais idosos e o efeito foi mais evidente em ratos machos do que
nas fémeas. Estes animais apresentavam niveis elevados de oOxido nitrico sintase
(NOS) tanto mitocondrial com citosdlico, além de um significante aumento nas areas
dendriticas e do corpo celular dos neurbnios corticais e hipocampais, em

comparacao com o SC (403).

O tempo de exposi¢cdo prolongado de animais ao EA preveniu declinio de
memoria relacionado a idade, avaliado no LAM, e ocorreu um aumento da
plasticidade neuronal, quando comparado ao SC. Um efeito relacionado ao sexo
também foi observado nas fémeas alojadas em EA, que apresentaram um aumento
nas atividades complexas do cérebro, quando foram avaliadas pelos niveis de NOS,
comparadas ao SC. Em contrapartida, ndo houve diferencas significativas entre EA

e SC nos animais machos (402).

Em concluséo, experimentos com a pratica do EA tém crescido nos ultimos
anos. Animais crescidos em EA apresentam efeitos positivos em relacdo aos
aspectos fisiologicos e psicoldgicos, comprovando que o EA promove bem-estar
para estes animais (404). Animais saudaveis e bem adaptados contribuem
significativamente para a qualidade dos dados coletados em pesquisas cientificas
(405). Para a neurociéncia, a aplicacdo de EA tem ampla investigagdo sobre
diversas areas de atuacdo, tais como: sobre a depressao, ansiedade, dependéncia
de drogas, doencas de Alzheimer e Parkinson, além de lesGes cerebrais traumaticas
e lesdo da medula espinal, dentre outras. Contudo, ainda existe a necessidade de
mais pesquisas a respeito dos efeitos de EA e o bem-estar animal. E viavel ressaltar
que a EA ndo é a Unica solucdo para amenizar os problemas dos animais de
cativeiro. EA tem suas limitacdes, mas se executada com eficiéncia, produzira um

impacto favoravel na vida dos animais (406).
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OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Investigar os efeitos da vitamina C sobre a ansiedade e memodria em dois

estudos: o primeiro em estudantes do Ensino Médio de Escola Publica, visando

avaliar e comparar parametros fisioldgicos e desempenho cognitivo, e o segundo em

ratos de meia-idade, crescidos em ambiente enriquecido, para verificar a influéncia

da vitamina C sobre os efeitos comportamentais em modelo animal de ansiedade e

memodria, associada com o enriquecimento ambiental.

2.2 ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Investigar os efeitos da suplementacdo da vitamina C sobre os niveis de
ansiedade e deficits de memdria dos estudantes, antes e apds as intervencdes
da vitamina C (experimental) ou placebo (controle), em um estudo randomizado

e duplo cego.

Avaliar os parametros fisiolégicos dos estudantes, tais como: afericdo da
pressdo arterial sistOlica, diastolica e frequéncia cardiaca e as medidas da

concentracdo plasmatica de vitamina C, antes e apés as intervencgoes.

Avaliar e comparar o desempenho cognitivo dos estudantes suplementados com
vitamina C ou placebo, antes e apés as intervencdes, através de uma bateria de

testes neuropsicoldgicos de ansiedade e memoria.

Investigar a influéncia da vitamina C (experimental) e solugcéo salina (controle)
em ratos de meia-idade (14 meses), crescidos em ambiente com

enriquecimento, sobre a ansiedade e memoria, avaliadas no LCE e no LAM.
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3 CONSIDERACOES ETICAS

O primeiro estudo envolveu estudantes do Ensino Médio de Escola Publica.
Os pesquisadores garantiram total privacidade e seguro anonimato aos
participantes, na confidencialidade dos dados coletados, bem como proporcionaram
liberdade para a desisténcia em qualquer etapa da pesquisa, sem nenhum prejuizo,
no decorrer dos procedimentos laboratoriais e testes neuropsicolégicos de

ansiedade e memoria.

Todos os participantes foram informados dos detalhes do estudo e o termo de
consentimento livre e esclarecido, foi assinado pelo participante maior de idade (18 a
70 anos) ou pelos pais responsaveis pelo estudante menor de idade (14 a 17 anos).
O protocolo experimental estd de conformidade com a Declaracdo de Helsinki e
Guia de Boas Praticas Clinicas, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
sob 0 n° 022/12 (Anexo A).

O segundo estudo foi conduzido em modelo animal de ansiedade e memoria.
Todos os procedimentos utilizados estdo de acordo com as orientagdes contidas no
Manual de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Brasilia (UnB, Brasil), conforme Publicacdo NIH N° 85-23 que rege os “Principios de
cuidados com animais de laboratorio”, revisado em 1985, sob o n® 59616/2010
(Anexo B).

Todos os esforcos foram realizados para evitar o sofrimento dos animais
durante os procedimentos laboratoriais € no periodo de manutencéo e limpeza das

caixas dos animais, tanto em ambiente enriquecido, quanto no ambiente padréo.
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4 ESTUDO 1: EFEITOS DA SUPLEMENTACAO ORAL DE VITAMINA C EM
SERES HUMANOS ESCOLARIZADOS SOBRE A ANSIEDADE E MEMORIA

A ansiedade € acompanhada de alteragcbes dos sinais fisioldgicos, em
decorréncia a uma resposta produzida por uma ameaca aparente, vaga ou interna
(407) e serve como uma fun¢do adaptativa, preparando o individuo para o potencial
perigo, bem como alertando a pessoa para estar preparada para uma ameaca
iminente (407, 408). No entanto, quando a ansiedade € extremamente elevada e
persistente, pode ser considerada, dentro dos critérios dos transtornos, como um

evento patoldgico (408).

A ansiedade também estéd associada a problemas secundarios, como falta de
autoconfianca e dificuldades académicas (409). Nesses casos, a ansiedade pode
causar irritabilidade, inquietacdo, disturbios do sono, preocupacdo persistente,
nauseas, palpitacdes, dores de cabeca, dores de estdbmago (410). Além disso, para
0s estudantes, outros sintomas podem ser expressos em sala de aula e contribuir
para o0 baixo desempenho académico, tais como: panico, medo de falhar nos
exames, nervosismo, incapacidade de realizar tarefas, e batimentos cardiacos
acelerados (411). Altos niveis de ansiedade podem prejudicar a memaria de trabalho
e aumentar a distracdo dos estudantes (412, 413) e obtencdo de notas mais baixas
(414). A ansiedade vem sendo o principal preceptor do desempenho académico dos
estudantes (415), pois um aumento dos niveis de ansiedade pode estar associado a

um desempenho académico inferior (416, 417).

Estudos tém mostrado que a vitamina C estd relacionada com o
comportamento ansioso e psicologico desencadeado por situacdes de estresse. O
tratamento por 14 dias com doses elevadas de vitamina C (1,000 mg trés vezes por
dia) reduziu a pressao arterial, diminuicdo do cortisol, e reduziu respostas subjetivas
associadas ao estresse psicoldgico agudo (418). Niveis de concentracdo plasmatica
de vitamina C foram inversamente associados com a pressdo arterial sistolica e

diastolica em estudos transversais (419, 420).

Mazloom et al. (421) demonstraram que a vitamina C reduziu
significativamente os escores de ansiedade, em comparacdo com vitamina E e

placebo em pacientes diabéticos tipo 2; no entanto, ndo foram encontradas



84

diferencas significativas entre os grupos experimental e controle para os escores de

depressao ou estresse.

Recentemente, Aburawi et al. (422) investigaram a eficacia da vitamina C
como tratamento para a depressdo e a sua acdo associada com antidepressivos, tal
como paroxetina, fluoxetina, clomipramina, fluvoxamina, e a combinagcdo de
olanzapina e clomipramina. Os autores concluiram que a combinagdo de vitamina C,
com antidepressivos, resultou em uma melhor resposta terapéutica para a
depressdo. Da mesma forma, Amr et al. (423) também demonstraram a eficacia da
adicdo de vitamina C a fluoxetina como um coadjuvante para o tratamento do
transtorno depressivo maior em pacientes pediatricos. Adicionalmente, numerosos
estudos de modelos animais de depresséo tém mostrado os efeitos antidepressivos
de vitamina C (424-429).

A suplementacgao de vitamina C tem produzido resultados inconsistentes para
o tratamento da fadiga em seres humanos. No entanto, um ensaio clinico realizado
por Suh et al. (430) forneceu resultados positivos. A administracdo intravenosa de
vitamina C diminuiu a fadiga em trabalhadores de escritério apos duas horas, e 0s
niveis de fadiga permaneceram inferiores por um dia, com altos niveis de vitamina C
no plasma e reducdo do estresse oxidativo em relagcdo ao grupo placebo. Além
disso, outros estudos tém indicado uma alta prevaléncia de hipovitaminose C e D em
pacientes com cuidados agudos e melhora do humor, reduzindo o distresse em
pacientes hospitalizados (431, 432, 433).

O estresse oxidativo pode contribuir para a fisiopatologia dos transtornos de
ansiedade (409, 434). Um estudo demonstrou que ha associacfes entre niveis de
oxidantes/antioxidantes e transtornos de ansiedade em criancas e adolescentes
(409). Isto sugere que o estresse oxidativo pode ser prejudicial em criancas e
adolescentes com transtornos de ansiedade. Neste sentido, o elevado consumo de
oxigénio que ocorre no cérebro e a sua constituicdo rica em lipidios (435, 436)
podem contribuir para o0 estresse oxidativo, e isto pode promover ou provocar
distarbios psiquiatricos (437, 438). Entre outros fatores, tais como genético,
neuroquimico, neurobiologico e psicolégico, o estresse oxidativo pode ser um fator

importante para a etiopatogenia de transtornos de ansiedade (401).

Outros estudos também encontraram uma ligagdo entre estresse oxidativo e

transtorno obsessivo compulsivo e transtorno de panico, indicando que o
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metabolismo oxidativo pode afetar a regulacdo da ansiedade (439, 440). Para
combater essas alteracdes neuroquimicas, 0s sistemas biolégicos sdo equipados
com defesas antioxidantes. Portanto, a suplementacdo com antioxidantes podem
desempenhar um papel terapéutico importante para combater o estresse oxidativo

em individuos que sofrem de ansiedade (407).

O objetivo deste primeiro estudo foi verificar se um importante antioxidante
como a vitamina C exerce um efeito ansiolitico em estudantes do Ensino Médio. Os
niveis de ansiedade dos estudantes foram avaliados por um instrumento validado
conhecido como Inventério de Ansiedade de Beck. Além de analisar e comparar o
desempenho cognitivo dos estudantes suplementados com vitamina C ou placebo,
antes e apoés a intervencéo, através de uma bateria de testes neuropsicoldgicos de
memoria. Isto possibilitou a investigacdo do suposto papel terapéutico da vitamina C
na cognicdo de humanos escolarizados e sua relagdo com a ansiedade e a

memoria.

Os efeitos da suplementacéo da vitamina C sobre a ansiedade em estudantes
do Ensino Médio, que fazem parte deste estudo, j& foram publicados no Pakistan

Journal of Biological Sciences e uma coépia € apresentada no Anexo N.
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4.1 METODOS

4.1.1 Participantes

Estudantes do Ensino Médio de Escola Publica, de ambos os sexos, foram
convidados a participar neste estudo. Foram entrevistados 99 estudantes, sendo
70,7% do sexo feminino e 29,3% do sexo masculino. Destes, 97 foram selecionados,
conforme os critérios de inclusdo e exclusdo descritos abaixo. Na 12 avaliacao
realizada por psicélogas, 2 estudantes foram excluidas, por estarem ingerindo
medicamentos de uso controlado para epilepsia e disfuncéo da tiredide. Na coleta de
dados do 1° dia do experimento (linha de base) 22,68% dos estudantes desistiram e
34,02% dos estudantes nao participaram dos procedimentos laboratoriais pos-
tratamento, caracterizando duas perdas amostrais. Assim, 42,29% dos estudantes
completaram todas as etapas do estudo. O fluxograma dos participantes €

apresentado na Figura 9.

4.1.2 Critérios de Incluséao

Todos os estudantes que apresentavam pleno gozo da saude fisica e mental
foram incluidos no corrente estudo. Nao havia histérico de tabagismo entre os

participantes.

4.1.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos o0s estudantes que estavam ingerindo regularmente
suplementos de vitamina C ou medicamentos restritos a pacientes psiquiatricos,
bem como aqueles que tinham historico de doencga tais como: diabetes, hipertenséo,

problemas de coracdo, pulméao, predisposicdo para doenca renal, desnutricdo,
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raquitismo, baixo peso para a sua idade. Também foram excluidas deste estudo as

estudantes gravidas.

Estudantes
Etapas (n=99)
l Excluidos
el
Linha de Base @=2)
1* Perda Amostral
Excluidos Randomizados Total
(n=22 n=297) (n=75)
Pos-tratamento
2* Perda Amostral
Excluidos Total
(n=133) (n=42)
Completaram
n=42)
Vitamina C Placebo
(n=21) (n=21)

Figura 9. Fluxograma dos participantes
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4.1.4 Local da Pesquisa

O Centro de Ensino Médio de Escola Publica (CEM) foi criado pelo Decreto
n° 108, de 28 de novembro de 1978 (Figura 10). E uma entidade de carater
educacional e ocupa um espaco de grande importancia no contexto histérico-
educacional da comunidade de Ceilandia. Como Instituicdo de Ensino Médio (IE), o
CEM é destaque na comunidade do Setor “O”, Ceilandia/Distrito Federal, sendo
responsavel pela inser¢cdo de varios jovens no contexto universitario do DF. A IE
passou a ser atendida pelo Programa de Desenvolvimento Educacional (PDE) em
2009, bem como em consonancia com as politicas publicas do MEC e da Secretaria

de Educacéo do Distrito Federal.

A clientela do CEM é formada por estudantes na faixa etaria a partir de 13
anos no turno vespertino, 15 anos no turno matutino e 17 anos até 70 anos no turno
noturno. A grande maioria dos estudantes sé@o trabalhadores, estagiarios, menor
aprendiz ou desempenham servicos diversos ou sao filhos(a) de trabalhadores(as)
em geral, isto é, comunidade de médio a baixo poder aquisitivo. Existem também no
corpo discente 02 estudantes com necessidades educacionais especiais
matriculados em séries regulares com acompanhamento da coordenacdo e da

orientacao educacional.
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Figura 10. Centro de Ensino Médio de Escola Publica

4.1.5 Perfil da Equipe Multidisciplinar

Os estudantes foram avaliados por uma equipe multidisciplinar com
experiéncia em bioquimica, nutricdo, psicologia e neurociéncias. A equipe era
formada pelas Psicologas Aline Maria Lannone Alonso (CRP 01/8637), Doutoranda
em Ciéncias do Comportamento, do Instituto de Psicologia, da Universidade de
Brasilia - UnB e Jaqueline Lopes Barreiro (CRP 01/13581) com as seguintes
atribuigbes: aplicacdo dos testes neuropsicolégicos, entrevistas semi-estruturada e
avaliacdo psicoldgica dos estudantes. A Nutricionista Dra. Grazielle Gebrim Santos
(CRN 3655), responsavel pela descricdo nutricional, recordatério nutricional e
ingestdo de nutrientes. Todas as profissionais eram devidamente credenciadas
pelos seus respectivos Conselhos Regionais de Psicologia (CRP) e de Nutricao
(CRN).
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4.1.6 Perfil da Equipe do LACEN-DF

O Laboratdrio Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF) é um
orgao vinculado a Subsecretaria de Vigilancia a Saude, da Secretaria de Estado de
Saude. Sua criacdo se deu em setembro de 2000, em substituicdo ao Instituto de
Saude do DF - ISDF, entdo com 22 anos de atividade. O LACEN-DF tem como
objetivo realizar pesquisas cientificas e exames laboratoriais como atividades de

vigilancia sanitaria e epidemioldgica.

O LACEN-DF integra a Rede Nacional de Laboratérios de Vigilancia
Epidemiol6gica do Ministério da Saude e estd sob a Geréncia do Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas e Farmacéutico, Ms Nelson Frick da Silva Fagundes,
Geréncia de Medicamentos e Toxicologia do LACEN-DF, que realizou juntamente
com sua Equipe de Bioquimicos a coleta e andlise de sangue dos estudantes,
cumprindo as normas de seguranca e procedimentos, visando a protecdo dos

sujeitos de pesquisa e seus responsaveis legais.

4.1.7 Compostos

As capsulas de vitamina C e as capsulas de placebo foram obtidas da
Farmacotécnica (Farmacia de Manipulacdo de Medicamentos — Brasilia, Distrito
Federal).

4.1.8 Procedimentos Experimentais

Quarenta e dois estudantes foram recrutados e designados aleatoriamente (n
= 21 para cada grupo) para receber a vitamina C ou placebo. N&o houve
desisténcias. Os participantes tomaram capsulas de placebo ou capsulas de

suplemento de vitamina C (500 mg/dia), todos os dias, durante 14 dias. Apenas a
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nutricionista responsavel pelo acompanhamento e distribuicdo das cdpsulas estava
ciente da composi¢éo das capsulas. Os estudantes foram avaliados por uma equipe
multidisciplinar com experiéncia em bioquimica, nutricdo, psicologia e neurociéncia.
A equipe realizou entrevistas com todos os estudantes. Os estudantes foram
informados sobre a finalidade e os procedimentos experimentais. O primeiro dia do
experimento comecou as 08h00, com a recep¢do dos estudantes no laboratorio,
onde eles receberam um kit de um nutricionista contendo capsulas de vitamina C ou
placebo. As capsulas de placebo eram idénticas na aparéncia como as capsulas de
vitamina C (ambas em cores verdes e brancas). Em seguida, foi aferida a presséo
arterial sistélica e diastdlica, a frequéncia cardiaca e foram coletadas amostras de
sangue (5 mL) dos estudantes Todos os estudantes foram informados que para a
coleta das amostras de sangue seria necessario jejum de oito horas e que a coleta
de sangue teria inicio as 09h00. A coleta de sangue terminou as 10h00 e as
amostras foram encaminhadas para analise. Apds a coleta de sangue foi oferecido
café da manha aos estudantes participantes. No dia seguinte, os estudantes foram
entdo avaliados pelas psicélogas da equipe, em ordem aleatéria, com uma bateria
de testes neuropsicologicos de ansiedade e memoria. Estes testes do 1° dia
constituiram as medidas iniciais (linha de base). Estes procedimentos experimentais
foram repetidos no 15° dia (pGs-tratamento), apds a sequéncia da suplementacéo.

4.1.8.1 Afericdo da Presséo Arterial

Antes das amostras de sangue serem coletadas, as medidas da pressdo
arterial sistolica e diastolica e a frequéncia cardiaca dos estudantes foram aferidas
através de um esfigmomanémetro autoinflavel automética portatil (Powerpack MS-
918). O procedimento foi repetido no décimo quinto dia pés-tratamento.
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4.1.8.2 Coleta de Sangue e Procedimentos Laboratoriais

A afericdo da concentracdo plasmatica de acido ascorbico foi inicialmente
baseada na oxidacdo do &cido ascorbico por acidos dicetogulénico e
acidoshidroascérbico. Estes produtos reagem com 2,4 dinitrofenilhidrazina para
formar 2,4-dinitrofenilhidrazona. Este composto, apés reacdo com o acido sulfarico
(H2S04), forma um produto com uma banda de absor¢cdo que pode ser medida a 520
nm. Neste estudo, a concentracdo de acido ascoérbico no plasma foi avaliada
segundo o protocolo proposto por Bessey (441) com uma metodologia semelhante a
estudos anteriores (442, 443). Amostras de sangue venoso (5 mL) foram coletadas
de todos os alunos com uso de agulha hipodérmica. Uma solucdo de 100 ml
contendo 2,4-dinitrofenilhidrazina (2%), tioureia (5%), e sulfato de cobre (0,6%)
(DTC) foi preparada imediatamente apds isso, uma amostra de 0,4 mL (soro) foi
removida e adicionada a 1,6 mL de &cido tricloroacético (TCA) mistura de 5%
durante 30 segundos, e centrifugado a 2.500 rpm durante 10 min. Em seguida, 0,2
mL de reagente de DTC foi adicionado a 0,6 mL de sobrenadante e a solucéo foi
posteriormente agitada durante 30 s. Este procedimento foi realizado em triplicata.
Para completar a solugéo padréo, 1 ml de H,S04 a 65% foi adicionado e as amostras
foram agitadas durante 30 s. Ap6és 30 minutos, na protecdo da luz, a leitura foi feita
em espectrofotbmetro (SpectraMax M5, Molecular Devices) a 520 nm. A
concentracdo de &cido ascorbico no plasma foi calculada usando uma curva de

calibragao.

4.1.9 Testes Neuropsicologicos

4.1.9.1 Ansiedade: Inventario de Ansiedade de Beck

O Inventario de Ansiedade de Beck (BAI) foi projetado por Beck, Epstein,
Brown e Steer em 1988 (444, 445). Vinte e um itens foram projetados para medir 0s

sintomas somaticos, afetivos e cognitivos caracteristicos de ansiedade. Este
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inventario foi construido para evitar confusdo com os sintomas de depresséo.
Pontuagéo entre 8 e 15 sao interpretados como ansiedade leve, entre 16 e 25, como

ansiedade moderada, e entre 25 e 63 ansiedade grave (445).

4.1.9.2 Memodria: Figuras Complexas de Rey

As Figuras Complexas de Rey (FCR) objetivam avaliar a atividade perceptiva
e a memoria visual, nas fases de copia e reproducdo de memoria. Seu idealizador
foi André Rey (446) e padronizado por Osterrieth (447). Este teste tem por objetivo
verificar o modo como o sujeito apreende os dados perceptivos que lhe sédo
apresentados e o que foi conservado espontaneamente pela memaria, nao existindo

limite de idade, e podendo ser utilizado para qualquer idade.

O teste consiste em apresentar ao participante o cartdo com a figura A na
horizontal, e duas folhas de papel branco, sem pautas, que serdo utilizadas para
desenhar a figura em dois momentos: no primeiro, foi solicitado ao participante que
copiasse a figura A, prestando atencéo as propor¢des, sem precisar fazer uma copia
exata, mas copiando o maior nimero de detalhes possiveis. O tempo gasto com a
tarefa foi registrado com a utilizagdo de um crondmetro, assim que se iniciou a
copia. O segundo momento do teste aconteceu apés trés minutos da apresentacéo
da figura, e consistiu em reproduzir, de memoaria, a figura A copiada anteriormente,
em outra folha de papel em branco, disponibilizada pelo examinador. O participante
é convidado a desenhar de memoria tudo o que se lembrar da figura A. Ndo ha
necessidade de limitar o tempo para a reproducédo da figura A e o participante avisa
ao examinador quando considerar que ja terminou a tarefa. Contudo, é necessario
acionar o crondmetro para registrar quanto tempo o0 participante gastou para
executar a tarefa proposta.

As FCR sao amplamente usadas para avaliar a memoria visuo-espacial e
memoria ndo verbal, ndo apenas em pacientes com epilepsia, mas também em
diferentes areas das neurociéncias (448). Este teste permite explorar as habilidades
de organizacdo visuo-espacial, planejamento e desenvolvimento de estratégias. A

figura modelo é composta das seguintes propriedades: (1) auséncia de signifcacédo
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evidente; (2) realizacdo grafica facil e (3) Estrutura do conjunto suficientemente
complicada, com o objetivo de exigir do participante ou paciente uma atividade

perceptiva analitica e organizada (Figura 11) (449).

Figura 11. Figura Complexa de Rey. Fonte: (449).

4.1.9.3 Memoria: Escala de Memoéria Weschler

Este teste de memodria foi idealizado para propiciar informacfes importantes
nas avaliacdes neuropsicologicas e clinicas em gerais, além da reabilitacdo dos
aspectos ligados ao bom funcionamento da memdéria. O objetivo deste teste de
memoéria é avaliar a memoéria declarativa episédica (informacdes especificas de uma
situacdo ou contexto), bem como memdéria de curto e longo prazo e discrepancias
acerca do nivel intelectual e da capacidade mnésica dos participantes. O teste é
composto por 11 (onze) subtestes, aplicados individualmente, porém € importante
disponibilizar um tempo em torno de 35 minutos para a realizagdo total do teste.

Foram utilizados 6 (seis) subtestes nesta pesquisa, listadas abaixo:



1)

2)

3)

4)

5)

6)
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Informagdo: necessaria para a avaliagdo da memoria imediata e passada
relacionadas com conteudos episodicos; este subteste é caracterizado por
meio de perguntas autobiograficas, como por exemplo: data e local de

nascimento, nomes de pessoas da historia remota e atual do governo;

Orientacédo: importante para avaliar a nogéo de espacgo e tempo, dia, més,

ano que o participante acredita se encontrar no momento do teste;

Controle Mental: relacionado com raciocinio légico simples, atencédo e

evocacao livre ligado a memoria imediata;

Digitos em ordem direta e inversa: (til para avaliar a atengcdo e
evocagdo verbal de numeros. Este subteste verifica se o participante
consegue responder um estimulo verbal e é capaz de manter a atencéo,
enquanto estiver executando a tarefa no teste. O subteste da ordem

inversa consiste em verificar o raciocinio l6gico;

Memoéria Logica | e II: relacionado com a memoéria declarativa verbal
imediata e tardia. Este subteste garante que o participante memorize um
contexto verbal de uma estoria a curto e longo prazo. O subteste se inicia
guando o examinador conta duas estdrias curtas e de lembrancas
imediatas e o participante tem que relatd-las de acordo com o que
consegue se lembrar das estdrias. Sao anotados quantos itens o
participante recordou dentre 25 itens presentes em cada estoria. O escore

maximo € de 50 pontos de cada fase.

Aprendizagem de Pares Associados | e Il: envolvido na aprendizagem e
memorizacdo imediata de 8 pares de palavras com associacdo Obvia e

nao 6bvia.
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4.1.10 Anélise Estatistica

O programa software GraphPad Prism foi utilizada para a construcao da figura
deste experimento. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o SPSS IBM
versdo 20.0 para Windows (IBM Corp NY, EUA). Os dados sdo expressos em média
+ desvio padrdo (DP). Para avaliar a normalidade das distribuicbes das variaveis,
foram realizados testes de Kolmogorov-Smirnov. Quando os resultados foram
normalmente distribuidos, as diferencas entre os grupos foram avaliadas utilizando o
teste paramétrico teste t. Quando os resultados ndo foram normalmente distribuidos,
foram utilizados os testes ndo paramétricos de Wilcoxon signed-rank e Mann-
Whitney. As variaveis categoricas foram analisadas por meio de testes qui-

guadrado. Os niveis de significancia foram fixados em p <0,05.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Caracteristicas descritivas da amostra

As caracteristicas demograficas dos estudantes encontram-se na Tabela 2.
Em relagdo a idade o teste t indicou que o grupo vitamina C ndo era
significativamente diferente em comparacdo com o grupo placebo (p = 0,125). N&o
houve diferencas entre os sexos (p = 1,000). As avaliacGes de altura, peso e indice
de massa corporal (IMC) também foram equiparadas ndo havendo diferencas
demograficas significativas entre o grupo da vitamina C, em comparagcdo ao grupo
placebo. Em resumo, os dois grupos nado diferiram entre si em relagcdo as

caracteristicas descritivas.

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas dos estudantes* 2.

Vitamina C Placebo Valor de
Variaveis (n=21) (n=21) p
Idade (anos) 30,43 + 14,35 24,24 + 11,07 0,1259
Género (N)
Masculino (%) 5 (23,80) 5 (23,80) 1,000
Feminino (%) 16 (76,19) 16 (76,19)
Altura (m) 1,62 + 0,09 1,63 + 0,09 0,930®
Peso (kg) 61,43 + 14,46 59,00 + 11,59 0,624%
IMC (kg/m®) 23,32 +4,77 22,27 + 3,76 0,513

IMC, Indice de massa corporal.

W Todos os valores sdo expressos com médias + desvio padréo (DP).

@ Teste de Kolmogorv-Smirnov para a normalidade das distribuicbes das variaveis.
® t-test.

“ Teste do Qui-quadrado.

®) Mann-Whitney U test.

Os dados da distribuicdo de frequéncias das variaveis de descricdo dos
estudantes encontram-se na Tabela 3. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos e as variaveis: faixa etaria (p = 0,819), escolaridade (p =
0,564), estado civil (p = 0,445), atuacédo profissional (p = 0,757), situacdo financeira
(p = 0,251) e religiosidade (p = 0,268).



98

Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncias das variaveis de descricao dos estudantes.

Vitamina C Placebo Total
Variaveis (n=21) (n=21) (n=42)
N % N % N % p™
Faixa Etaria
14 a 17 anos 7 33,34 8 38,09 15 35,71 0,819
18 a 49 anos 12 57,14 12 57,14 24 57,14
50 a 70 anos 2 9,52 1 4,76 3 7,14
Escolaridade (*)
1° Ano 3 14,28 5 23,80 8 19,04 0,564
2° Ano 5 23,80 3 14,28 8 19,04
3° Ano 0 0 1 4,76 1 2,38
3°EJA 13 61,90 12 57,14 25 59,52
Estado Civil
Casado 8 38,09 6 28,57 14 33,34 0,445
Solteiro 12 57,14 15 71,42 27 64,28
Separado 1 4,76 0 0 1 2,38
Trabalha
Sim 11 52,38 12 57,14 23 54,76 0,757
Nao 10 47,61 9 42,85 19 45,23
Renda Familiar
Até 2 SM 6 28,57 8 38,09 14 33,34 0,251
3a4s™m 5 23,80 9 42,85 14 33,34
5a6SM 4 19,04 1 4,76 5 11,90
7a8SM 2 9,562 0 0 2 4,76
N&o declarou 4 19,04 3 14,28 7 16,67
Religido
Catolica 8 38,09 4 19,04 12 28,57 0,268
Evangélica 5 23,81 4 19,04 9 21,42
Sem religido 8 38,09 13 61,90 21 50

(*) Estudantes do Ensino Médio Regular e Educacao de Jovens e Adultos (EJA) cursando o periodo
letivo 2013. Turnos: matutino (2° e 3° anos), vespertino (1° ano) e Noturno (3° EJA) = 3° seguimento
da EJA; N = nimero de patrticipantes, SM = salario minino, % = frequéncia.

! Teste do Qui-quadrado.
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Adicionalmente, em termos de nutricdo os estudantes foram avaliados através
do recordatério nutricional, os dados estdo apresentados na Tabela 4. Verificou-se
gue de modo geral, os estudantes sdo considerados eutréficos. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos vitamina C e placebo sobre as
variaveis das refei¢cdes (p = 0,569), consumo de alimento (p = 0,807) e bebidas (p =
0,816), indicando que os grupos sao homogéneos em relacdo aos aspectos

nutricionais.

Tabela 4 - Recordatério Nutricional dos estudantes®.

Vitamina C Placebo Total
Variaveis (n=21) (n=21) (n=42)
N % N % N % p®
Nome das Refei¢cbes
Café da manha 15 19,23 19 21,83 34 20,60 0,569
Lanche da manha 11 14,10 7 8,04 18 10,90
Almoco 18 23,07 20 22,98 38 23,03
Lanche da tarde 16 20,51 14 16,09 30 18,18
Jantar 15 19,23 19 21,83 34 20,60
Ceia 3 3,84 8 9,19 11 6,67
Subtotal 78 100 87 100 165 100
Alimentos
Saladas 16 57,14 19 65,51 35 61,40 0,807
Frutas 7 25 6 20,68 13 22,80
Verduras 5 17,85 4 13,79 9 15,78
Subtotal 28 100 29 100 57 100
Bebidas
Refrigerantes 10 71,42 15 75 25 73,52 0,816
Sucos 4 28,57 5 25 9 26,47
Total 120 100 136 100 256 100

“Todos os valores sdo expressos com médias. N = nimero de participantes, % = frequéncia.

@ Teste do Qui-quadrado.
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A concentracdo plasmatica de vitamina C, a pressao arterial sistolica, presséo
arterial diastolica e frequéncia cardiaca sdo apresentadas na Tabela 5, tanto no
inicio do estudo e apds a intervencdo experimental (pés-tratamento). O teste de
Wilcoxon Signed Rank revelou que houve uma diminuicao significativa entre o grupo
vitamina C pds-tratamento em comparacdo com o tratamento inicial (p = 0,010). A
concentracdo plasmética de vitamina C foi maior no grupo vitamina C do que no
grupo placebo apés o periodo de intervencao (p = 0,001). Da mesma maneira, foram
encontradas diferencas significativas na média da frequéncia cardiaca do grupo
vitamina C (p = 0,032) comparado com o grupo placebo (p = 0,741). No entanto, nao
houve diferenca significativa entre os grupos vitamina C (p = 0,933) e placebo (p =
0,965) e da presséao diastdlica entre os grupos vitamina C (p = 0,698) e placebo (p =
0,728) pré ou pos-tratamento sobre a média da pressao sistélica e pressao arterial
diastélica. Estes resultados sugerem que o grupo experimental da vitamina C tinha
melhor resposta fisiol6gica comparada com o grupo controle placebo, apenas na
média da frequéncia cardiaca, indicando que a vitamina C melhorou este parametro
gue esta envolvido com os sintomas de ansiedade. Como mostrado na Figura 12, os
escores de ansiedade apos a intervencao foram significativamente menores para a
vitamina C (p = 0,010) do que o grupo controle placebo (p = 0,050), indicando que os
suplementos orais de vitamina C melhoraram o0s niveis de ansiedade dos

estudantes.

Tabela 5: Parametros bioquimicos e fisiolégicos dos estudantes pré e pos-tratamento com suplementacdo de
vitamina C ou placebo, conforme analise ndo paramétrica Wilcoxon signed rank test @3

Vitamina C Placebo
(n=21) p? (n=21) p?
Variaveis Antes Depois Antes Depois
CPVC (mg/dl) 1,09 + 0,52 1,85 +0,46 0,001*** 1,19 +0,38 1,31 £0,53 0,741
PAS (mm Hg) 121,70 + 23,84 119,00 + 13,16 0,933 114,30 £ 11,85 114,20 £ 9,41 0,965
PAD (mm Hg) 76,10 + 13,03 75,70 = 8,49 0,698 73,20 £ 10,57 72,00 £ 9,59 0,728
FC (bpm) 79,20 £ 11,98 74,70 £ 9,36 0,032* 81,50 + 13,85 81,00 £12.90 0,476

CPVC, concentragdo plasmatica de vitamina C; PAS, pressao arterial sistolica; PAD, presséo arterial diastélica;
FC, frequéncia cardiaca.

@ Todos os dados s&o expressos como médias + DP.

@ Teste de Kolmogorv-Smirnov para a normalidade das distribuicdes das variaveis.

@ *(p <0,05) e **(p < 0,001).
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Figura 12: Efeitos da vitamina C ou placebo sobre a ansiedade avaliada pelo BAI. Box plots dos
escores de ansiedade dos estudantes do grupo vitamina C (n = 21) e do grupo placebo (n = 21). A
ansiedade foi avaliada antes (linha de base) e depois (14 dias de tratamento) pelo BAI em ambos 0s

grupos (p = 0,010), conforme andlise ndo paramétrica de Wilcoxon signed-rank test.

Os escores médios de ansiedade e a bateria de testes neuropsicoldgicos de
memoéria sdo apresentados na Tabela 6, tanto no inicio do estudo e apés a
intervencdo experimental (pds-tratamento). A analise ndo paramétrica de Wilcoxon
signed rank test revelou que houve uma diminuicdo significativa entre o grupo
vitamina C [(Z = -2,57 (p = 0,010)] e o grupo controle placebo [(Z = -0,67 (p =
0,501)], pbés-tratamento em comparacdo com o tratamento inicial. O Wilcoxon signed
rank test apresentou também diferencas significativas no desempenho dos
estudantes, apds a suplementacdo de vitamina C [(Z = -2,25 (p = 0,024)] ou placebo
[(Z =-1,81 (p = 0,070)], nas tarefas de copia, e vitamina C [(Z = -3,23 (p = 0,001)] ou
placebo [(Z = -0,48 (p = 0,627)], para a reproducdo de memoria das Figuras
Complexas de Rey. E ainda revelou um aumento nos escores do subteste de

memoria l6gica imediata (ML1) da escala de memoéria de Wechsler (WMS) do grupo
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vitamina C [(Z = -3,73 (p = 0,001)] ou do grupo placebo [(Z = -0,72 (p = 0,468)] e
subteste de memodria logica tardia (ML2) da WMS do grupo vitamina C [(Z = -3,54
(p = 0,001)] ou do grupo placebo [(Z = -1,38 (p = 0,165)], bem como do subteste de
repeticdo de digitos indiretos (DI) da WMS do grupo vitamina C [(Z = -2,35 (p =
0,020)] ou do grupo placebo [(Z = -0,40 (p = 0,688)]. N&o foram encontradas
diferencas significativas para os demais subtestes tais como: subteste de informacao
e orientacdo; subteste controle mental; subteste de repeticdo de digitos diretos;
subteste de aprendizagem imediata de pares de facil associacdo e subteste de

aprendizagem tardia de pares de facil associacdo da WMS.

Tabela 6 - Desempenho dos estudantes nos testes neuropsicolégicos pré e pds-tratamento com suplementagdo
de vitamina C ou placebo, conforme analise ndo paramétrica Wilcoxon signed rank test 2,

Testes Vitamina C Escore Z e Placebo Escore Z e
(n=21) valor de p® (n=21) valor de p®
Antes Depois Antes Depois

BAI 22,33 +10,35 16,86 £ 10,19  -2,57 0,010** 25,43 + 10,56 24,95 + 13,11 -0,67 0,501
IN-OR 14,71 £ 0,56 14,48 £ 0,68 -1,18 0,236 14,67 £ 0,66 14,43 £ 0,51 -1,50 0,132
CM 4,39 £ 0,66 4,52 £ 0,59 -0,25 0,803 4,70 £ 0,82 4,52 +0,73 -1,15 0,248
FCRC 29,93+5,18 31,79 £ 4,58 -2,25 0,024* 29,86 + 6,00 31,43 + 3,88 -1,81 0,070
FCRM 16,10 £ 6,20 19,38 £5,55 -3,23 0,001** 17,90 + 6,89 17,19 £ 4,98 -0,48 0,627
ML1 10,95 + 3,56 13,24 £ 3,69 -3,73 0,001*** 12,45 + 3,09 12,55 + 3,23 -0,72 0,468
ML2 10,76 £ 3,77 13,17 £ 4,02 -3,54 0,001** 11,79 + 2,90 12,10 £ 3,40 -1,38 0,165
DD 9,62+191 9,05 + 2,58 -1,36 0,172 9,57 £ 1,57 9,81 +2,64 -0,63 0,527
DI 5,62+1,72 6,10 £ 1,67 -2,35 0,020* 571+1,10 557 +1,75 -0,40 0,688
PAF1 5,98 £ 2,08 5,83+1,82 -0,90 0,363 6,81 +1,33 6,43 £ 1,60 -0,95 0,341
PAF2 6,05+ 1,53 5,95+1,88 -0,12 0,901 6,34 £ 1,63 6,90 £ 1,30 -1,18 0,234

BAI: Inventario de Ansiedade de Beck; IN-OR: subteste de informagé&o e orientacdo da WMS (Escala de Memdéria
Wechsler); CM: subteste controle mental da WMS; FCRC: Figuras Complexas de Rey — Cépia; FCRM: Figuras
Complexas de Rey — Memoria; ML1: subteste de memoria logica imediata da WMS; ML2: subteste de memoria
l6gica tardia da WMS; DD: subteste de repeticdo de digitos diretos da WAIS; DI: subteste de repeticdo de digitos
indiretos da WAIS; PAF1: subteste de aprendizagem imediata de pares de facil associacdo da WMS; PAF2:
subteste de aprendizagem tardia de pares de facil associagdo da WMS. Antes e depois da intervencéo.

W Todos os dados s&o expressos como médias + DP.

@ Teste de Kolmogorv-Smirnov para a normalidade das distribuicdes das variaveis.

@ *(p < 0,05), (p<0,01**) e (p<0,001***).
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4.3. DISCUSSAO

O primeiro estudo avaliou os efeitos da suplementacéo de vitamina C sobre a
ansiedade e memoria em estudantes do Ensino Médio de Escola Publica. A vitamina
C mostrou um efeito ansiolitico, conforme indicado pela reducdo dos escores de
ansiedade de BAI. Adicionalmente, a vitamina C também diminuiu a frequéncia
cardiaca quando comparado com o placebo. Estes resultados estdo de acordo com
um estudo anterior que investigou os efeitos de seis semanas de suplementacao
com a vitamina C (1.000 mg/dia) e vitamina E (400 Ul/dia) nos niveis de ansiedade,
depressao e estresse em pacientes diabéticos tipo 2. Os resultados desse estudo
mostraram que a vitamina C reduziu significativamente os escores de ansiedade em
relacdo ao placebo e a vitamina E. Em contraste, a vitamina E aumentou
significativamente os escores de ansiedade. Esse estudo também mostrou que a
vitamina C diminuiu os niveis de estresse em comparacdo com o grupo placebo
(421).

As baixas frequéncias cardiacas decorrentes da suplementacéo da vitamina C
encontradas em nossa pesquisa apresentam-se convergentes aos niveis reduzidos
de ansiedade, conferidos por baixos escores de respiragdes por minutos (bpm)
aferidas por outros autores (411) que estavam associadas também a desempenhos

académicos de boa qualidade de estudantes de engenharia.

Ansiedade e depressao sao transtornos psiquiatricos comuns, induzidos pelo
estresse (407). A deficiéncia de vitamina C pode desencadear sintomas depressivos.
Baixos niveis de acido ascorbico tém sido associados com sintomas depressivos e
maiores taxas de mortalidade em pessoas idosas (450). Adicionalmente, Amr et al.
(423) demonstraram que a vitamina C melhorou a eficacia da fluoxetina no
tratamento da depresséao e, dada a auséncia de efeitos adversos substanciais em
paciente pediatrico com diagnostico de transtorno depressivo maior, pode ser
considerada um atraente coadjuvante terapéutico. Os autores ressaltaram a
necessidade de testes clinicos em maior escala para avaliar a eficicia terapéutica
da vitamina C como um coadjuvante para o tratamento da depressédo e sua acgao

associada a medicamentos antidepressivos (423).
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Estudos epidemiolégicos tém mostrado que os transtornos de ansiedade de
inicio precoce podem contribuir como disparadores para o desenvolvimento de
depressao e outros transtornos do humor que surgem mais tarde na vida (451, 452).
Da mesma forma, transtornos de ansiedade e perturbacdes do humor estéo
associados com mecanismos patogénicos envolvidos com a via oxidativa (409).
Para estes autores a suplementacdo de vitamina C pode atuar como um
antioxidante que conduz a alteracdes bioquimicas e comportamentais, reduzindo a
ansiedade, por mecanismos similares aqueles efeitos observados sobre os sintomas
depressivos, fadiga, e estado de humor. Assim os dados aqui coletados reforcam
essa hipotese.

Existem anormalidades que podem alterar a funcdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA), que esta envolvido com a resposta ao estresse e transtorno
de ansiedade, e implicado na resposta emocional (453, 454). Por exemplo, a
exposigdo cronica ao estresse tem sido associada ao dano oxidativo, e ativacdo do
eixo HPA (455). Outro estudo descobriu que altos niveis de ansiedade aumentam
significativamente o estresse oxidativo (456). Além disso, o estresse oxidativo gera
uma producdo excessiva de radicais livres e falhas do mecanismo de defesa
antioxidante (457). O déficit de antioxidantes pode diminuir a prote¢do contra ROS e
espécies reativas de nitrogénio (RNS), que sao altamente reativo e téxico, causando
danos a proteinas, lipidios, carboidratos, DNA e mitocéndrias (458, 459). Os
antioxidantes neutralizam os efeitos do ROS e exercer acdo prevenindo diversas
doencas (55). Esses autores sugerem que individuos com transtornos de ansiedade
podem ser deficientes em antioxidantes. Neste contexto os dados coletados nesta
pesquisa corroboram a ideia de que a suplementacdo de compostos com
propriedades antioxidantes pode ser uma nova estratégia para prevencao e reducao

de niveis de ansiedade.

Os resultados desse estudo demostraram que, apds a intervencdo, 0 grupo
da vitamina C obteve médias das frequéncias cardiacas menores em comparacao
com o grupo placebo. O neurotransmissor Acido y-aminobutirico (GABA) esté
envolvido na regulagdo cardiovascular. Administracdo intracerebroventricular de
agonistas de GABA diminui a presséao arterial e a frequéncia cardiaca; a vitamina C,
por sua vez, estimulou a ligacdo do 3H-GABA (460). Outro estudo encontrou um

aumento na pressdo arterial e também na frequéncia cardiaca depois da
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microinjecdo de glutamato dentro do nucleo paraventricular. O antagonista do
receptor NMDA DL-2-amino-5-acido fosfonovalérico (AP-5) bloqueou estas
respostas (461). Em contraste, altos niveis de ansiedade traumatica indicada pela
elevada frequéncia cardiaca desencadeada pelo aumento da liberacdo de
catecolaminas (422). Acido ascorbico pode modular a atividade catecolaminérgica e
diminuir reacdes de estresse (422). Esta hipotese baseia-se em vérias descobertas.
O é&cido ascorbico tem sido descrito como um fator de regulacdo de Na'/K"ATPase
por meio da modulacdo de catecolaminas. Também atua sobre o volume de
neurotransmissores no sistema nervoso central, como demonstrado por um estudo

em que o TOC foi tratado com a vitamina C (462).

Da mesma forma, a vitamina C pode reduzir a ansiedade e aliviar o estresse
tanto pela estimulacédo da ligacdo do GABA e bloquear a funcao do receptor NMDA
ou agir através da ativacdo dos sistemas dopaminérgicos e glutamatérgicos (422).
Niveis de ansiedade reduzidos podem estar associados com a diminuicdo da
frequéncia cardiaca, pelos quais sao indicativos da liberacdo diminuida de
catecolaminas. Como sugerido anteriormente o acido ascoOrbico pode modular a
atividade catecolaminérgica (422) e, consequentemente, pode ser responsavel por
esta baixa frequéncia cardiaca encontrada no presente estudo.

Bruno et al. (463) investigaram o efeito da administracédo aguda de vitamina C
sobre a atividade simpatica do musculo cardiaco e balanco simpatico cardiaco em
pacientes hipertensos. Nesse estudo, a vitamina C foi capaz de reduzir a
movimentacdo adrenérgica cardiovascular em pacientes hipertensos, o que indica
que o estresse oxidativo pode contribuir para a ativacdo simpatica na hipertensao.
Portanto, isto sugere que o0s antioxidantes podem ser capazes de restaurar o
controle vagal da frequéncia cardiaca. Ademais, altas doses de vitamina C
reduziram a pressdo arterial sistélica e diastolica, estresse subjetivo e respostas
ansiosas a um estressor psicoldgico interpessoal agudo e, ainda, apds o estresse, a
vitamina C promoveu uma queda mais rapida do cortisol salivar (418). Porém, o
resultado do corrente estudo ndo sugere nenhuma diferenga significativa na pressao
sanguinea (sistolica e diastolica) entre o grupo da vitamina C e o grupo placebo,
embora os participantes desse estudo ndo apresentassem historico de hipertencao.

A vitamina C reduziu significativamente a presséo arterial em pacientes hipertensos,
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mas nao em individuos normotensos (463) o que foi similar aos achados no presente

estudo, visto que 0S NOSsOS sujeitos eram estudantes normotensos.

Em adicdo, os dados apresentados aqui estdo de acordo com os resultados
encontrados por Brody et al. (418), que verificaram que os niveis de vitamina C
plasmatica aumentaram significativamente, para o grupo vitamina C (médias de 1,55
para 2,65 mg/dL), mas ndo do grupo de placebo (médias de 1,36 para 1,40 mg/dL).
Além disso, o tratamento com a vitamina C aumentou 0s niveis plasmaticos de
vitamina C no sangue, sugerindo que a deficiéncia de vitamina C esta envolvida com
alteracdes psicolbgicas (464, 465). Adicionalmente, outro estudo revelou que ha um
aumento na concentracdo plasmatica de vitamina C, por cerca de 50%, apls a
suplementacdo de vitamina C, a uma dose de 500 mg/dia, durante oito semanas
(466), e que também a meia-vida de vitamina C em um adulto é em torno de 10-20
dias (1). Assim, estes resultados foram semelhantes aos detectados no corrente
estudo (vér Tabela 5).

A melhora significativa do desempenho cognitivo nas tarefas de copia e
memoria das Figuras Complexas de Rey (Mémoaria Visuo Construtiva), ML1 e ML2
(Memdria Légica Declarativa Episddica) e digitos indiretos (Meméria Operacional),
apos a intervencdo da vitamina C, possivelmente, pode ser em decorréncia da
estimulagdo dos neurdnios que contém vitamina C e que ja foram mapeados no
hipocampo e cortex frontal e occipital por (290, 291). Isto porque a area hipocampal
€ substrato neural para a Memoria Declarativa Episodica e a area frontal € substrato
da Memoéria Operacional e as areas conjuntas frontal e occipital sdo substrato da
Memoria Visuo Construtiva (186).

No presente estudo ndo foram encontradas diferencas significativas no
subteste de Digitos em ordem direta, em ambos os grupos vitamina C ou placebo.
Os estudantes apresentaram médias em torno de 9 digitos. Contudo, no subteste de
Digitos em ordem inversa, o grupo vitamina C, apds a suplementacdo, apresentou
escore maior (6,10 £ 1,67, p < 0,05), sugerindo que a vitamina C melhorou a
memoria dos estudantes nessa tarefa. Pesquisadores revelaram que individuos com
bom desempenho em tarefas de memorizacdo de digitos tem maior motivacéo para
as atividades intelectuais, indicado pelo bom controle e flexibilidade mental e, ainda,
um bom nivel de tolerdncia as situagbes que provoquem tensdo (467), ou seja,

sujeitos mais resistentes a ansiedade.
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Finalmente, cada tarefa do subteste Digitos (direta e indireta) esté relacionada
com processos cognitivos diferentes. Os comandos da ordem inversa estdo mais
ligados ao sistema executivo central e da atencdo componentes da memoria
operacional e importantes participantes da consolidacdo de memoria de longo prazo,
enquanto o da ordem direta envolve apenas reverberacdo de sistema de memoria
de curto prazo (468). A vitamina C, de alguma maneira, favoreceu o melhor
desempenho na tarefa de digitos na ordem inversa e ndo na ordem direta,
possivelmente por estar ativando neurdnios dos substratos frontais e temporais do

sistema executivo central, componente da memaria operacional.
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4.4. CONCLUSAO

No primeiro estudo ficou demonstrado que a vitamina C melhorou os niveis de
ansiedade avaliados através do BAI, nos estudantes do Ensino Médio,
suplementados com vitamina C, e também apresentou melhor resposta na
frequéncia cardiaca, indicando que este antioxidante pode estar envolvida neste

parametro fisioldgico relacionado com sintomas de ansiedade.

Estes achados nédo so reforca a evidéncia de que a vitamina C desempenha
um importante papel terapéutico na ansiedade, mas também aponta para a
possibilidade do uso de antioxidantes na prevencdo e reducdo dos niveis de

ansiedade.

Adicionalmente, a vitamina C aumentou os escores nas tarefas de coépia e
memoéria das FCR (Mémdria Visuo Construtiva), ML1 e ML2 (Memoéria Logica
Declarativa Episédica) e digitos indiretos (Memoéria Operacional), sugerindo que a
vitamina C apresentou um efeito positivo nestes tipos de memodria, medidas nos

estudantes do Ensino Médio.

Em sintese, este estudo sugere que uma dieta rica em vitamina C pode ajudar
a reduzir os niveis de ansiedade, e, possivelmente, aumentar a eficiéncia cognitiva

em tarefas de memodria visuo construtiva, memoria operacional e memoria logica.
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5. ESTUDO 2: EFEITOS COMPORTAMENTAIS DO ACIDO ASCORBICO SOBRE
A ANSIEDADE E MEMORIA EM RATOS CRESCIDOS EM AMBIENTE
ENRIQUECIDO

O &cido ascorbico (AA), conhecido como vitamina C, é um micronutriente que
estd envolvido em modelo animal de ansiedade, memdria e estado de humor em
humanos. Estudos tém revelado que AA reduz a imobilidade tonica e a reacéo de
medo em codornas japonesas (469, 470), bem como em frangos de corte (470).
Estes autores concluiram que o AA pode atenuar o medo subjacente e deve ter

implicagbes no bem-estar destes animais.

Estudos utilizando modelos animais tém demonstrado uma melhora na
aprendizagem e memoria depois do tratamento com vitamina C, sozinha, ou
combinada com a vitamina E (471, 472, 473). A administrag&o crdnica de vitamina E
(250 mg/kg por dia) ou vitamina C (300 mg/kg por dia) por 60 dias, em camundongos
jovens (3 meses) e camundongos idosos (15 meses), e a combinacgao de vitamina C
e vitamina E, melhora as fun¢des cognitivas dos animais idosos, mas ndo a dos
camundongos jovens (471). Em adicdo, AA sozinho, ou em combinagdo com
oxiracetam, uma droga nootrépica, teve suas acdes investigadas sobre a amnésia
induzida por escopolamina em teste de habituagao (teste de averséo ao claro versus
escuro) em camundongos idosos. Os resultados deste estudo mostraram que o AA
reduziu o tempo gasto dos animais no compartimento claro versus escuro. Esses
autores concluiram que AA preveniu a amnésia induzida por escopalamina nestes
camundongos (472). A combinagdo de vitamina C e vitamina E melhorou a
aprendizagem e memaoria em ratos normais e reverteu deficits de aprendizagem e
memoria em ratos diabéticos (473). Porém, a vitamina E ndo é muito efetiva (474),
pelo menos combinada com a vitamina C, confirmando a nossa escolha da vitamina

C para o corrente estudo.

Adicionalmente, estudos tém indicado uma alta prevaléncia de hipovitaminose
C e D em pacientes com cuidados agudos e melhora do humor, reduzindo o

distresse em pacientes hospitalizados (431, 432, 433).

O enriguecimento ambiental (EA) € um paradigma experimental que permite a

estimulacdo cognitiva entre animais tanto social e/ou fisica, sensorial e motora, com
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a finalidade de reduzir problemas como a ansiedade e déficits de memoéria (368,
372, 475). Na EA, roedores sdo expostos a grandes caixas contendo varios objetos
(372, 476) e comparados com dois tipos de controle: controle isolado (CI), mantidos
individualmente; ou controle social (CS), alojados em grupos de animais do mesmo

sexo (399, 477, 478). Ambos sao alojados em ambiente padréo (AP).

Existem evidéncias de que o EA reduz o declinio cognitivo relacionado com a
idade (479). Em um estudo, camundongos NMR1 foram alojados em ambiente
enriquecido por um periodo de 14 a 20 meses e seguidos de avaliacdo de
desempenho da memodria e teste de ansiedade, bem como medidas as propriedades
eletrofisiol6gicas das redes neuronais do hipocampo. Nesse estudo, EA reduziu a
ansiedade e preveniu déficits de memoria nesses animais envelhecidos (479). Da
mesma forma, outros estudos indicam que EA reduz os niveis de ansiedade e
melhora fatores relacionados a emocionalidade (480). O EA em combinacdo com o
estradiol, também melhora as respostas mnemonicas de memoria espacial em
camundongas fémeas jovens, de meia-idade e idosas, testadas no LAM e na tarefa

de reconhecimento de objetos (481).

Experimentos tém mostrado que EA favorece as intervencdes farmacologicas
para proteger contra varias doencas neurodegenerativas, tais como, DA (482),
Parkinson (483), e doenca de Huntington (484). Os resultados tém contribuido para
a compreensao dos mecanismos de plasticidade neural, que pode ocorrer devido a
complexa estimulacdo desencadeada por exposicdo de modelos animais
submetidos ao EA (368), tais como a neurogénese no giro dentado do hipocampo,
aumento da densidade sinaptica, e aumento das ramifica¢cdes dendriticas (485). Em
termos de alteracdes neurobioldgicas, EA melhora a potencializa¢do de longo prazo
e a atividade monoaminérgica e a transmissdo sinaptica colinérgica (368), bem
como a formacédo de novas sinapses em areas como o cortex cerebral e ganglios
basais (364, 368, 486-488). EA também aumenta o numero de células gliais (489) e
de astrocitos (490).

Este segundo estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do AA sobre a
ansiedade e memoria em ratos de meia-idade crescidos em ambiente enriquecido.
Neste contexto, foram utilizados como medidas comportamentais as respostas
emitidas pelos animais no LCE e no LAM, para investigar os efeitos deste

antioxidante associado ao EA.
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5.1. METODOS

5.1.1. Animais

Vinte e oito ratos Wistar machos e 32 fémeas, com 25 dias de idade, pesando
cerca de (100 a 150 g), foram disponibilizados, para este estudo, provenientes do
Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB, DF, Brasil), que também autorizou a
execucao do protocolo experimental nas dependéncias do Laboratério de Ciéncias
da Saude (LABOCIEN) do UniCEUB. Depois de cinco dias de habituacdo no
laboratério, os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos: metade dos
animais machos e metade das fémeas foram alojados em caixas grandes contendo
varios objetos, paradigma experimental caracteristico do EA. A outra metade dos
animais foi alojada em caixas de mesmas dimensdes sem nenhum objeto, ou seja,
em condi¢cdes AP. Todos 0s animais permaneceram em suas caixas, até que 0s
testes comportamentais fossem realizados e foram mantidos em um ambiente com
temperatura controlada (21 = 2° C) e humidade (55 + 10%) e um ciclo de luz-escuro
de 12 horas (luzes acesas as 07:00 horas). Os animais tiveram livre acesso a
comida e 4gua. Os experimentos foram realizados durante o ciclo diurno (9:00-16:00
horas). A linha do tempo do protocolo experimental esta apresentada na Figura. 13.

| Inicio ‘ Habituacao ‘ Enriquecimento ambiental ‘ Testes comportamentais
25 dias 5 dias 30 dias até 13 meses 14 meses

Idades dos animais

Figura 13. Linha do tempo do protocolo experimental
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5.1.2. Compostos e procedimentos experimentais

O &cido ascorbico foi obtido da Vetec Ltda, Brasil e dissolvidos em solucéo
salina (0,9% NacCl). Solucao salina (controle) ou com acido ascoérbico (100 mg/kg) foi
administrada via oral (gavage) a um volume de 1 ml/kg de peso corporal, uma hora
antes dos testes comportamentais. Devido a sua alta sensibilidade a degradacéo, a
solucdo de acido ascorbico foi preparada no dia em que foi usada, sempre no inicio
da experiéncia. Depois de um periodo de 13 meses, quando 0s animais atingiram a
idade de 14 meses de idade (ou seja, de meia-idade), pesando cerca de (220 a 350
g), os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de tratamento: (1)
controle solugcdo salina e ambiente padrédo (CAP); (2) controle solucdo salina e
enriqguecimento ambiental (CEA); (3) experimental em ambiente padrdo mais acido
ascorbico (EAP + AA), e (4) experimental em enriquecimento ambiental mais acido
ascoérbico (EEA + AA). Esta metodologia foi semelhante a estudos anteriores (478,
491, 492).

5.1.3. Enriquecimento Ambiental

O EA comecou quando os animais atingiram 30 dias de idade e continuou por
13 meses. O EA consistiu de caixas de vidro grandes (70 x 50 x 40 cm) contendo
varios objetos, tais como tuneis de plastico, bolas, rampas, escadas, e varios
brinquedos de vérios tamanhos, formas e texturas (354). Cada caixa alojava ratos
machos (n = 7) e fémeas (n = 8), tanto em AP como em EA. Condi¢cbes de

alojamento dos animais em AP e EA sdo mostradas na Figura 14.

As gaiolas eram limpas uma vez por semana e todos 0s objetos eram
trocados por novos objetos com posicdes alteradas, com a finalidade de ofertar um
ambiente que favorecesse a oportunidade para a interagao social e comportamento

exploratorio. Os animais alojados na condicdo AP eram mantidos sob as mesmas
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condi¢gbes, com a ressalva de que 0s seus habitat eram desprovidos de qualquer

tipo de objeto, salvo serragem, comida e agua ad libitum (Figura 14).

Figura 14. Ambiente padrao e enriquecimento ambiental

5.1.4. Labirinto em Cruz Elevado

As especificagbes do aparelho utilizado, nesse estudo, foram fundamentadas
em pesquisas conduzidos por Pellow et al. (150), tomando com base a capacidade
do LCE para deteccdo de agentes com efeitos ansiogénicos e ansioliticos em ratos.
O dispositivo era feito de madeira e composto por dois bragos abertos e dois
fechados (com as mesmas dimensdes, 50 x 10 cm), opostos entre si e elevados a
50 cm a partir do piso. Os bragos fechados foram cercados por paredes laterais com
50 centimetros de altura, exceto para a entrada, que encerrava uma plataforma
central de 10 x 10 cm. Os bragos abertos foram cercados por uma borda de acrilico
transparente de 1 cm de altura, para evitar que o animal caisse do aparelho. A
superficie e paredes laterais internas do labirinto foram pintadas com uma resina

escura, a prova de agua para evitar permeacao de urina.

As sessfes experimentais foram realizadas em um ambiente com baixa
intensidade de luz e (atenuada) de som apropriado. Cada animal foi colocado no
centro do LCE, de frente para o braco fechado e foram autorizados a explorar

livremente o equipamento por 5 min. Foram registradas as frequéncias de entradas
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nos bracos abertos, as frequéncias de tempo gasto nos bracos, e o numero absoluto
de entradas nos bragos fechados do LCE. Uma entrada foi gravada quando o animal
colocou as quatro patas em um bragco. A porcentagem de entradas nos bracos
abertos e a porcentagem de tempo gasto nos bragcos abertos eram indicativas de
efeito ansiolitico, e 0 numero total de entradas nos bracos fechados foi usado como
uma medida de atividade locomotora. Apds cada sessao de teste, o labirinto era
limpo com uma solucdo de etanol (10% v / v) e secado com papel absorvente a fim

de evitar o odor e impregnacao (Figura 15).

Figura 15. Teste no labirinto em cruz elevado

5.1.5. Labirinto Aquatico de Morris

Para avaliar a memoria de referéncia espacial dos ratos, uma versao descrita
por Morris (193) foi usada com um protocolo semelhante ao descrito por Angelucci et
al. (493). O LAM consiste de uma piscina circular de 170 centimetros de diametro e
70 cm de profundidade, de cor azul, preenchida aproximadamente por 30 cm de

agua a uma temperatura de 24 + 1°C com uma plataforma de 11 x 14 cm, submersa
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2 cm abaixo da superficie da agua. A plataforma foi posicionada no mesmo lugar
para todos os testes experimentais, nomeadamente no centro de um dos quatro

guadrantes da piscina (193).

A sesséo de treino foi executada em um unico dia, num ambiente com baixa
intensidade de luz e (atenuada) de som apropriado e constou de trés tentativas
consecutivas, que consistia em colocar 0s animais na agua, com cabeca em frente a
parede da piscina. Foi permitido que os ratos nadassem livremente para localizar a
plataforma oculta de fuga. A laténcia para encontrar a plataforma foi medida em
segundos e a média da laténcia para o numero de tentativas foi calculada. Quando
um animal ndo encontrava a plataforma dentro de 120 segundos, este era
gentilmente conduzido para ela pelo experimentador, onde permanecia por 20
segundos (Figura 16). Apos este tempo, 0s animais eram removidos da plataforma e
devolvidos para as caixas, e esperavam por mais dois minutos antes de comecar o
proximo treino. Os ratos eram secos e devolvidos para as suas caixas apés o
término da sessao de treino. A sessao de teste foi realizada 24 horas apos a sesséo
de treino, seguindo os mesmos procedimentos, contudo, sem a administracdo, nos

animais, de AA e nem solugé&o salina.

Figura 16. Teste no labirinto aquatico de Morris
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5.1.6. Anélise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do programa SPSS
versao 20.0 para Windows (IBM Corp, NY, EUA). Em geral, os dados sédo expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). Para avaliar os resultados no LCE, uma
ANOVA foi utilizada como fatores entre-sujeitos o “ambiente” e o “tratamento”. J&
para as analises estatisticas no LAM, foi usada uma two way ANOVA de medidas
repetidas com o “ambiente” e “tratamento”, como variaveis independentes e “nimero
de tentativas” como medidas repetidas. Os dados foram combinados para machos e
fémeas para cada grupo de tratamento, por ter sido observado em preliminar
ANOVA que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s sexos,
semelhante ao estudo de Frick et al. (399). O nivel de p < 0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo para todos os testes.
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5.2. RESULTADOS

5.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Os resultados relativos aos testes comportamentais de ansiedade no LCE,
apos a administracdo de &cido ascérbico (100 mg/kg), nos ratos de meia-idade
associados ao enriqguecimento ambiental estdo apresentados, na (Tabela 7). A
ANOVA revelou um efeito principal, significativo de AA, nas medidas classicas
avaliadas no LCE. O AA mostrou um efeito ansiolitico nos animais, como mostrado
pelo aumento na porcentagem de entradas nos bracos abertos (F (1,59) = 84,82,
p = 0,001) e um aumento na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos (F
(1,59) = 49,29, p = 0,001), em comparacdo com o grupo controle (salina). A analise
estatistica para o nimero de entradas nos bracos fechados né&o diferiu (F (1,59) =
0,12, p = 0,73), indicando que o AA nao teve efeito sedativo na locomogao dos

animais.

A diferenca estatisticamente significativa também foi observada para o EA,
em comparagdo com o AP, na porcentagem de tempo gastos nos bracos abertos (F
(1,59) = 4,16, p = 0,047). Nao foram encontradas diferencas significativas quando
comparados os grupos EA e AP para outros parametros, tais como a porcentagem
de entradas nos bracos abertos (F (1,59) = 2,14, p = 0,15) e o numero de entradas
nos bracos fechados (F (1,59) = 1,45, p = 0,23). O EA favoreceu uma melhora dos
niveis de ansiedade e este efeito tornou-se mais pronunciado na presenca de AA.
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que o EA potencializou o efeito

ansiolitico do AA.
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Tabela 7. Efeitos da administracdo aguda de AA (100 mk/kg) ou salina em ratos de meia-idade

crescidos em AP ou AE submetidos ao teste comportamental no LCE®.

Teste comportamental CAP CAE EAP+AA EEA+AA
% entradas BA 14,19 £3,95 18,34 £ 4,17 50,68 + 2,99 58,73 5,367
% tempo gastos BA 5,78 + 2,28 9,40 + 4,11 33,72 +4,13¥ 50,01 +7,41%¥
NUmero de entradas BF 4,33+£0,81 4,07 £ 0,54 4,67 £0,64 3,27 £ 0,75

CAP, controle salina e ambiente padréo; CEA, controle salina e enriquecimento ambiental; EAP+AA,
experimental em ambiente padrdo mais acido ascoérbico; EEA+AA, experimental em enriquecimento
ambiental mais acido ascorbico; BA, bragos abertos; BF, bragos fechados. Machos (n = 7) e fémeas

(n = 8) para cada grupo.
' Os dados sdo expressos com médias + EPM
@ Diferenca significativa entre AA versus Controle (p < 0.001).

@ Diferenca significativa entre EA versus AP (p < 0.05)

5.2.2 Teste do Labirinto Aquético de Morris

No teste comportamental no LAM, o AA melhorou o desempenho dos animais
na sessao treino e na sessdo teste sobre a mémoria de referéncia espacial em
relacdo aos controles (Tabela 14). A andlise estatistica ANOVA two-way para
medidas repetidas sobre a laténcia de escape revelou efeitos significativos de
tratamento AA (F (1,59) = 28,25, p = 0,001), enriquecimento ambiental (F (1,59) =
4,11 p = 0,05), e sessdo de treinamento (F (1,59) = 25,90, p = 0,001), mas nédo
houve interacdo significativa entre estes fatores (F (1,118) = 2,03, p = 0,16). Houve
diferenca significativa na laténcia de escape ao comparar AA ao grupo controle no
1°, 2° e 3° treinos (F (1,59) = 19,48, p = 0,001, F (1,59) = 10,54, p = 0,010 e F (1,59)
= 21,31, p = 0,001, respectivamente). Por outro lado, ndo houve diferenca
estatisticamente significante para os animais alojados no AE versus AP, no 1°, 2° e
3° treinos (F (1,59) = 3,76, p = 0,06, F (1,59) = 2,10, p=0,09 e F (1,59) = 0,65, p =

0,43, respectivamente).



119

Na sesséo teste, ANOVA two-way para medidas repetidas sobre a laténcia de
escape revelou um efeito principal significativo do tratamento de AA (F (1,59) = 9,80,
p <0,001), o ambiente (F (1,59) = 5,11, p <0,01), e uma sessao de teste (F (1,59) =
7,03, p <0,01), mas ndo houve interacado significativa entre esses fatores (F (1,118) =
0,25 p = 0,62). Diferencas significativas foram observadas na laténcia de escape
entre o grupo de AA e o grupo controle nos testes 1° e 3° (F (1,59) = 4,12 p <0,05 e
F (1,59) = 10,65, p <0,01, respectivamente). No entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no 2° teste (F (1,59) = 1,25, p = 0,27). Curiosamente, o
ANOVA revelou um efeito principal significativo do ambiente no 1° teste (F (1,59) =
5,84, p = 0,05) e 2° teste (F (1,59) = 8,62, p = 0,010), mas ndo houve diferenca
significativa para o 3° teste (F (1,59) = 2,90, p = 0,09). Por outro lado, uma diferenca
significativa ocorreu na 12 tentativa depois de 24 horas no LAM, indicando que os
animais mantidos em EA demonstraram melhor evocacdo de memoéria do que o0s

animais alojados em AP.

Tabela 8. Efeitos da administracdo aguda de AA (100 mk/kg) ou salina em ratos de meia-idade

alojados em AP ou AE submetidos ao teste comportamental no LAM®,

Teste comportamental CAP CAE EAP+AA EEA+AA
Treino 1 95,00 + 11,16 66,87 +11,69 41,20 +11,54% 19,43 +6,27%
Treino 2 60,40 + 12,75 29,87 + 8,95 16,87 +5,33% 13,71+ 5,039
Treino 3 46,07 + 10,87 35,67 £ 9,33 8,27 + 1,249 7,14 +1,94%
Teste 1 37,33+7,23 21,20 + 6,20 25,53 +7,11% 13,29 + 5,34%°)
Teste 2 18,53 + 4,07 10,13+ 1,01 15,42 + 3,98 7,71 + 1,029
Teste 3 26,53 + 10,87 16,93 + 3,58 10,93 + 2,18 6,86 + 1,10

CAP, controle salina e ambiente padréo; CEA, controle salina e enriquecimento ambiental; EAP+AA,
experimental em ambiente padrdo mais acido ascérbico; EEA+AA, experimental em enriquecimento
ambiental mais acido ascorbico. A média da laténcia para localizar a plataforma é expressa em
segundos. Machos (n = 7) e fémeas (n = 8) para cada grupo.

W Os dados sdo expressos com médias + EPM .

@ Diferenca significativa entre AA versus Controle (p < 0.05).

@ Diferenca significativa entre AA versus Controle (p < 0.01)

@ Diferenca significativa entre AA versus Controle (p < 0.001)

® Diferenca significativa entre EA versus AP (p < 0.05)

® Diferenca significativa entre EA versus AP (p < 0.01)
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5.3 DISCUSSAO

O segundo estudo avaliou os efeitos do acido ascérbico, combinado com um
ambiente enriquecido, em ratos de meia idade submetidos a testes comportamentais
de ansiedade e memdria. Os resultados indicaram que o AA apresentou um efeito
ansiolitico observado no aumento da porcentagem de entradas nos bracos abertos e
tempo gasto nos bracos abertos no LCE, sem afetar o nimero de entradas nos
bracos fechados, o que indica que o efeito ansiolitico de AA é especifico e nao
envolve um efeito sedativo. Além disso, o ambiente enriquecido favoreceu a melhora
dos niveis de ansiedade e este efeito tornou-se mais pronunciado na presenca de
AA. Desta maneira, os resultados aqui apresentados indicam que o EA potencializou

o efeito ansiolitico de AA.

Os resultados do corrente estudo estdo de acordo com uma pesquisa que
investigou os efeitos da vitamina C e vitamina E, separadamente e em conjunto, em
ratos machos e fémeas (cerca de 110 dias de idade) nos comportamentos
relacionados com a ansiedade em campo aberto e a resposta de sobressalto ao
alarme sonoro (494). Estes autores misturaram doses diferentes de acido ascorbico
para os ratos machos (1,6 mg/ml) e para fémeas (0,76 mg/ml) na 4gua potavel, e
observaram que essas doses de vitamina C e vitamina E aumentaram a locomocé&o
no campo aberto, a ocupacdo dos quatro quadrantes e do centro do aparelho,
enquanto diminuiram a amplitude da resposta de sobressalto. Quando os animais
foram tratados com as vitaminas, separadamente, ou em conjunto, os efeitos
sinérgicos ndo foram detectados. Os efeitos destas vitaminas, em diminuir a
ansiedade podem ter sido devido as suas propriedades antioxidantes, a atenuacéo
da atividade do cortisol, ou ao envolvimento de estruturas cerebrais e

neurotransmissores (494).

Estudos em animais e humanos tém mostrado que altos niveis de AA podem
ser detectados em estruturas neurais envolvidas na ansiedade, tais como a
amigdala e o hipocampo (291, 495). A fungéo da vitamina C como sequestradora de
radicais livres € bem conhecida, e os efeitos neuroprotetores podem ser atribuidos
as suas acoes antioxidantes, que reduzem o estresse oxidativo neural (57). O efeito
ansiolitico desta vitamina pode estar relacionado com a modulacdo induzida pela

vitamina C no estresse oxidativo, em decorréncia da maior atividade da glutationa-s-
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transferase (GST), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e diminuicdo da
peroxidacao lipidica (496).

O antagonismo do NMDAR tem sido associado com propriedades ansioliticas
em ratos e camundongos, com efeitos semelhantes aos dos benzodiazepinicos
(497). E possivel que as acbes do AA possam inibir a atividade de NMDAR, o que
poderia levar a uma reducdo dos niveis de ansiedade (498). Além disso, Varios
estudos tém mostrado que a vitamina C pode normalizar a atividade dos neurénios
serotoninérgicos (499) envolvidos na ansiedade em humanos (500), o que

normalmente é tratada com inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (501).

Em relagdo ao envolvimento do AA sobre o estresse oxidativo, estudos
conduzidos por ElI-Gendy et al. (502) avaliaram o papel do AA como um antioxidante
para proteger contra o estresse oxidativo induzido pela administracdo aguda de
imidacloprida, um pesticida relativamente novo, pertencente a classe de compostos
neonicotindides. Pesticidas podem levar ao estresse oxidativo e aumento de radicais
livres e uma opc¢ao é usar antioxidantes que podem sequestrar estes radicais livres.
O efeito neuroprotetor de AA (200 mg/kg) foi avaliado 30 minutos antes ou apoés a
administracdo de imidacloprida (502). Os resultados encontrados por estes autores
revelaram que a dose letal média (LDsg) de imidacloprida, apos 24 horas foi de
149,76 mg/kg. A administracdo oral de imidacloprida desencadeou elevacao
significativa sobre o nivel de peroxidacao lipidica (LPO), e nas atividades de enzimas
antioxidantes, incluindo CAT, SOD, GPx e GST. O nivel de GSH foi diminuido;
contudo, a atividade de G6PD permaneceu inalterada. Por sua vez, o AA reduziu o
dano oxidativo induzido por administragdo aguda de imidacloprida, diminuiu os
niveis de LPO e alterou o sistema de defesa antioxidante no figado dos animais.
Além disso, o efeito neuroprotetor do pré-tratamento com o AA foi superior ao pés-

tratamento, no combate ao estresse oxidativo induzido por imidacloprida (502).

Em relacdo aos resultados dos testes no LAM, o presente estudo esta de
acordo com varios autores que avaliaram medidas semelhantes (503-507). A
administragao de a-tocoferol (40 mg/kg) e de AA (100 mg/kg) preveniu deficits de
memoria de referéncia espacial, avaliados no LAM, em ratos tratados com prolina
(503). Ademais, o AA atenuou os déficits de aprendizagem espacial, também no
LAM, induzida por escopolamina em camundongos jovens (504). O AA também

reduziu deficits de aprendizagem espacial em camundongos transgénicos
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APP/PSEN1 de meia-idade (12 meses), e mais velhos (24 meses), no LAM (505).
Em adicdo, o tratamento com o AA (60 e 120 mg/kg), por trés e oito dias
consecutivos, melhorou a aprendizagem e memdéria de camundongos envelhecidos
no teste da esquiva passiva tipo “step-down” (506). Outro estudo que avaliou o efeito
de AA injetado sozinho, ou em combinagcdo com o &cido propibnico, substancia
envolvida no estresse oxidativo, indicou que o AA foi capaz de reverter o deficit de

memoria espacial induzido pela administracéo do acido propidnico (507).

Assim, a dose de AA utilizada no presente estudo (100 mg/kg) foi selecionada
depois de avaliar o efeito do AA em condicdes agudas e cronicas em uma
experiéncia anterior em nosso laboratério, no qual observou-se que, com doses mais
elevadas de AA, houve uma melhor resposta em termos de melhoria dos niveis de
ansiedade e déficit de memaria, em comparacdo com o controle (solucéo salina), no
LCE e no LAM. Ademais, a via de administracéo oral aguda, adotada no presente
experimento, e o tempo de espera para que os animais fossem submetidos aos
testes no LCE e LAM, ou seja, uma hora depois, com uma Unica dose, estdo de
acordo com varios estudos de modelos animais de depressao, que tém demonstrado

os efeitos antidepressivos da vitamina C (424-429).

Esses resultados aqui coletados sao consistentes com um estudo que
demonstrou que ratos envelhecidos, expostos ao EA, ndo apresentaram efeitos
nocivos provocados pelo envelhecimento sobre a ansiedade e memoaria (479). Este
estudo também sugeriu que a diminuicdo da ansiedade, nestes animais, poderia ser
responsavel pela melhora do desempenho de tarefas de memaria, como relatado em
ratos (386) e em seres humanos (508). Alta ansiedade est4 associada com pior
desempenho na memdéria. O EA melhora a memoéria, diminuindo o nivel de
ansiedade e este mecanismo previne déficit de meméra relacionado a idade (386,
399). Frick et al. (399) revelaram que o EA reduziu o prejuizo relacionado a idade na
aquisicdo e retencdo de memoéria espacial em camundogos machos e fémeas
C57BL/6 (18 meses de idade), testados por um dia, no LAM. Esta reduc¢ao foi similar
aos camundongos de ambos o0s sexos. EA também reduziu a ansiedade em ratos
jovens em comparacao ao CI (381, 382) ou CS (384). Em contraste, Hellemans et al.
(381) demonstraram que os animais Cl exibem uma menor percentagem
estatisticamente significativa para as entradas nos bragos abertos e gastam menos

tempo nos bracos abertos, em comparagédo com animais expostos ao EA e com CS.
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Isso indica que os animais Cl apresentam niveis mais elevados de ansiedade em
relacdo aos animais CS, sugerindo que animais CS, sem enriquecimento fisico,

comprometem a reducdo da ansiedade no LCE.

A auséncia de diferencas estatisticamente significativas na porcentagem de
entradas nos bracos abertos (Tabela 7) pode ser explicado pela mais baixa
locomogédo dos animais alojados em EA comparada com AP; portanto, animais
enriquecidos tendem a explorar menos o LCE do que animais alojados em AP. Por
outro lado, acredita-se que os baixos niveis de atividade locomotora aumentam
significativamente a ansiedade (509). No entanto, os resultados encontrado no
corrente estudo sédo consistentes com Pham et al. (391), que verificaram que os
ratos mantidos em EA, desde a idade de dois meses, durante um periodo de 12
meses, mostraram menor mobilidade no teste do campo aberto do que os ratos CI.
Estes autores sugeriram que ratos alojados em EA habituam-se mais rapidamente
do que os ratos Cl em novos ambientes, uma vez que 0S animais percebem
estimulos novos como menos aversivos, devido a experiéncias anteriores em um

ambiente enriguecido, repleto de varios estimulos.

Em outro estudo, Harati et al. (395) investigaram a memoaria espacial em ratas
Long-Evans de 1 més de idade, que foram alojadas em AP ou EA e testados apos 3,
12 ou 24 meses (jovens, de meia-idade, e idosos, respectivamente). Quando
testadas no LAM, as ratas alojadas em EA apresentaram melhor desempenho da
memoria espacial para todas as idades. No entanto, ha estudos com resultados
contraditorios. Harburger et al. (510) avaliaram o efeito de EA continuo em
camundongos machos jovens (3 meses), de meia-idade (15 meses), e idosos (21
meses) e indicou que o enriquecimento de 24 horas, durante seis semanas, levou a
uma diferenca significativa na memoria de referéncia espacial apenas em animais

idosos, e ndo nos animais jovens e de meia-idade.

De fato, os resultados aqui apresentados, nesse estudo mostram que o EA
melhorou a memoaria de longo prazo, na sessédo teste, em animais de meia-idade, a
partir da primeira tentativa no LAM, indicando que o EA teve efeito sobre a memoria

de retencéo, 24 horas apos a sesséo de teste.
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5.4 CONCLUSAO

O segundo estudo demonstrou o efeito ansiolitico do acido ascorbico em ratos
de meia-idade crescidos em ambiente enriquecido, avaliados no LCE, além de
indicar que este efeito tornou-se mais pronunciado, quando o acido ascorbico foi
combinado com o enriquecimento ambiental, sugerindo que este antioxidante pode

influenciar os niveis de ansiedade de animais idosos.

Em adicédo, o acido ascorbico melhorou a aprendizagem e a memoaria espacial
na sessado treino, demonstrado pela diminuicdo da laténcia para localizar a
plataforma oculta, no LCE, nas trés tentativas consecutivas, indicando a melhora da
memoria de curto prazo nesses animais. Além disso, ficou demonstrado que o AA
apresentou uma melhor resposta sobre a memdria de retencédo, quando os animais
foram testados no LAM, 24 horas depois, sugerindo a influéncia do AA também

sobre a memodria de longo prazo, em ratos envelhecidos.

Por outro lado, o EA somente apresentou efeito sobre a memoria de longo
prazo, nas 1% e 22 tentativas, avaliados na sessdo de teste, indicando que o
paradigma experimental do EA apresentou efeito positivo sobre a memdria dos

animais envelhecidos.

Em concluséo, estes achados ndo s6 proporcionam evidéncia de que o acido
ascorbico desempenha um papel terapéutico importante nos processos cognitivos
de ansiedade e memoéria em ratos idosos mantidos em um ambiente enriquecido,
mas sugere o importante papel do enriquecimento ambiental como determinante na

eficiéncia de tarefas que envolvem niveis de ansiedade e memoria.
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6 DISCUSSAO GERAL

Estudos com criancas com muito baixo peso ao nascer tem relevado
comprometimento cognitivo (511, 512, 513). Tomando como referéncia altos niveis
de vitamina C detectadas no cérebro de jovens e o aumento da taxa metabdlica que
ocorre durante o processo de crescimento, estes eventos indicam que a deficiéncia
da vitamina C pode apresentar consequéncias negativas, tais como demonstradas
pelos estudos de Tolsa et al. (513) que ao analisar bebés prematuros (idade
gestacional, 32,5 semanas) e baixo peso corporal (1.246 g), revelaram reducdo do
volume cerebral, bem como da substancia cinzenta, comparados aos bebés

prematuros que apresentavam peso normal.

Outro estudo que acompanhava bebés com nascimento prematuro (mediana
28 semanas) e peso variando entre 840 a 1.490 g também demonstrou efeitos na
cognicao a longo prazo. A avaliacdo por meio de ressonancia magnética demonstrou
atrofia persistente no hipocampo, substancia branca perioccipital e do corpo caloso,
além do aumento dos ventriculos laterais e do terceiro ventriculo. Estes sujeitos
apresentaram, também, apOs testes neuropsicolégicos, memoria prejudicada e

baixas habilidades matematicas (512).

Os eventos descritos acima podem ser associados a deficiéncia de vitaminas,
principalmente a vitamina C. Portanto, esta pesquisa sugere a ingestao diaria deste
micronutriente, através de uma dieta contendo frutas, legumes e vegetais, fontes
ricas em vitamina C, que podem propiciar a regulacdo da homeostasia corporal,
prevenindo, assim, possiveis injarias neuropsicolégicas, associadas ao estresse
oxidativo e outros fatores, que comprometem o bom funcionamento do sistema

nervoso.

Estudos epidemiologicos tém revelado que existe uma associacdo entre
concentracdo sanguinea, antioxidante e injuria cognitiva (514, 515). Foi detectada a
correlacdo entre escores em teste de memoria e niveis plasmaticos de vitamina C
em sujeitos idosos saudaveis de 60 anos de idade (516). Estes autores sugeriram
gue a malnutricdo pode ser uma possivel causa ou efeito do declinio cognitivo em

pessoas idosas (516).
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Outro estudo conduzido por Ortega et al. (517) em uma populacdo de idosos
que recebiam ingestdo na dieta de vitamina C, revelou que os individuos
apresentaram fungdes cognitivas melhores em relacdo aqueles que nado recebiam a
vitamina C na dieta. Perrig et al. (518) demonstrou que altas concentracdes
plasméticas de AA eram relacionadas com melhor desempenho em tarefas de
memo©ria realizadas por individuos idosos. Ademais, ingestdo de vitamina C, por um
periodo de 4 anos protege contra o declinio cognitivo (519). Em contraste, Kalmijn et
al. (520) ndo observou nenhuma associacdo entre a ingestdo de vitaminas

antioxidantes sobre o declinio cognitivo.

Pacientes com DA apresentavam baixa concentracdo plasmética de vitamina
C, mesmo com ingestdo de vitamina C semelhante, comparados com o grupo
controle e suas concentracbes eram correlatas com declinio cognitivo. Estudos
prospectivos também revelou uma associacdo entre a vitamina C com o baixo risco
de desencadear a DA (521, 522).

Finalmente, este estudo indica o importante papel terapéutico da vitamina C
sobre o0s processos cognitivos e emocionais, avaliados tanto em humanos
escolarizados como em modelo animal de ansiedade e memodria, aplicado em

ambiente enriguecido.

Assim, a educacao, a escolarizacdo, a pratica de atividade fisica, o lazer, o
divertimento, a leitura de bons livros, o bom relacionamento com as pessoas, ou
seja, situacdes claras de enriquecimento ambiental, junto a alimentacao saudavel,
com nutrientes balanceados em vitamina C, certamente irdo favorecer uma melhor
eficiéncia dos componentes neuropsicolégicos emocionais e cognitivos desses
individuos, estejam eles em faixas etarias jovens ou adultas, e possivelmente em

faixas senis.
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CONCLUSOES FINAIS

» A vitamina C apresentou perfil ansiolitico em humanos escolarizados e

também em ratos de meia-idade crescidos em ambiente enriquecido.

» A vitamina C melhorou a resposta da frequéncia cardiaca, parametro

fisioldgico, relacionado com sintomas de ansiedade.

» A vitamina C aumentou 0s escores nas tarefas de copia e memodria das
Figuras Complexas de Rey, memoria légica | e Il, e na repeticdo de digitos
indiretos, subtestes da Escala de Memodria de Weschler, indicando uma

melhora da memoéria nos estudantes avaliados.

» A administracdo do acido ascoérbico promoveu a melhora da memdéria de curto

e longo prazo, nos ratos de meia-idade crescidos em ambiente enriquecido.

» O enriquecimento ambiental potencializou o efeito ansiolitico do &cido

ascorbico e melhorou a memdéria de longo prazo.
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RECOMENDAGCOES FINAIS

» Recomendar a implantacdo de programas nutricionais nas Escolas Publicas,
com a inclusdo de alimentos saudaveis ricos em vitamina C, visto que a
vitamina C se revelou como um eficiente antioxidante na reducdo dos niveis

de ansiedade e deficits de memoria.

» A vitamina C pode ser recomendada como um coadjuvante ao tratamento

medicinal e neuropsicoldgico sobre os distarbios cognitivos em humanos.

» Recomendar o uso de dietas ricas em vitamina C, na alimentacdo diaria de
idosos, tendo em vista suas acdes sobre a ansiedade e memadria em animais

envelhecidos.

» O enriguecimento ambiental desempenhou um papel determinante na
eficiéncia da execucdo de tarefas envolvidas com a memdria em ratos
envelhecidos. Assim, esses dados de certa forma validam técnicas de
estimulacdo cognitiva envolvendo enriguecimento de vida, muito utilizada em
Programas de Reabilitacdo Neuropsicolégicos dirigidos a idosos demenciados

ou com declinio cognitivo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Em pesquisas futuras, sugerimos avaliar mudancas nos parametros de
estresse oxidativo, em pacientes diagnosticados com transtorno de ansiedade

e outros transtornos neuropsiquiatricos.

Sugerimos também investigar a relacao entre a suplementacédo de vitamina C,
estresse oxidativo e antioxidantes, como coadjuvante no tratamento de outras

patologias.

Ainda, sugerimos a replicacdo da intervencdo da vitamina C em estudantes
universitarios e individuos idosos, com a finalidade de avaliar a influéncia
deste antioxidante sobre a escolaridade e o declinio cognitivo associado a
idade.

A ingestdo de suplementos nutricionais, através da alimentacéo, tais como
vitamina C, é susceptivel de ter um impacto sobre os hébitos alimentares de
forma diferenciada entre os individuos, visando a promocéo da saude, humor
e bem-estar, assim como controlar os niveis de ansiedade e déficits de
memoéria. Assim, sugerimos a investigacdo do potencial da vitamina C nos

individuos que praticam a alimentacao regada de vitamina C.
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA COM SERES HUMANOS



=
Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Saude
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 022/12

Titulo do Projeto: “Estudo da interferéncia da Vitamina C nos comportamentos de
ansiedade e déficit de memoria e o abandono dos estudos e reprovagio escolar”.
Pesquisador Responsével: Ivaldo Jesus Lima de Oliveira

Data de Entrada: 04/04/12

Com base na Resolugdo 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade de Brasilia, ap6s andlise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 022/12 com o
titulo: “Estudo da interferéncia da Vitamina C nos comportamentos de ansiedade e
déficit de memoéria e o abandono dos estudos e reprovacdo escolar”, analisado na 4°

Reunido Ordinéria, realizada no dia 08 de maio de 2012.

O pesquisador responsavel fica, desde ja, notificado da obrigatoriedade da
apresentacdo de um relatério semestral e relatorio final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item
VIIL.13 da Resolugdo 196/96).

Brasilia, 15 de agosto de 2012.

Prof. Nat sores
Coordenador do ~FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro - CEP: 70.910-900
Telefone: (61)-3107-1947  Email: cepfs@unb.br
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ANEXO B — APROVACAO DO COMITE DE ETICA COM USO DE ANIMAIS



180

Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Comité de Etica no Uso Animal

Brasilia, 3 de agosto de 2010.

DECLARAGAO

Declaramos que o projeto intitulado “Avaliagdo do Sistema Glutamérgico e Conexées nos Comportamentos de Ansiedade
e Meméria em Roedores”, UnBDOC n°. 59616/2010, sob responsabilidade do Prof(a). Dr(a). Vania Maria Moraes Ferreira, foi avaliado e

aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia.

Prof. Antonio Sebbe 00 mma .
Coordenador do CE > s
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENGIAS BIOLOGICAS - IBD
COMITE DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA
FORMULARIO DE AVALIACAO

Data de inicio: Abrili2010
Data de término: Abril/2013

1. Finalidade
( )Ensino (X)Pesquisa {DCOUTORADO) ( ) Extensao

2. Pesquisador Responséavel (orientador): Vania Maria Moraes Ferreira
Departamento: Ciéncias Farmacéuticas Ramai:
Numero do RG: 1967190 SSP-PA CPF: 213.561.732-68

3. Colaboradores:

Doutorando: Ivaldo Jesus Lima de Oliveira - 3S3( - 2057
42¢4- 7224¢

4. Nome para contato: Vania Maria Moraes Ferreira

Telefone: ~=-- Celular.8122-3197
E-mail: vmmf@unb_br

Enderego: SHTN, Tr 01, Lt 02, Condominio Lakeside, apt. 414-A (Asa
Norte)

S. Titulo do Projeto: AVALIACAC DO SISTEMA GLUTAMATERGICO E CONEXBES NOs
COMPORTAMENTOS DE ANSIEDADE € MEMORIA EM ROEDORES

6. informacdes sobre 0 modelo animal
6.1 Espécie: Ratos
Linhagem/cepalraca: Wistar sexo: (X )M ( )F
Idade (aproximada): 2 meses Peso aproximado: 250 g

6.2. A(s) espécie(s) utilizada(s) é(sdo) caracteristicamente animais de:
{x }laboratério ( )producdo ( }selvagens () selvagens exdticos
( ) selvagens amansados ( ) domésticos

6.3. Existe planejamento estatistico? (x ysim ( )ndo

6.4. Ntmero total de animais: 140 animais
Ntimero de animais por grupo experimental/aulas: 10 animais/tratamento*
* Néo hd nenhuma possibilidade de redugio de animais, visto que quando for
Trabaihados os aspectos cognitivos ficarédo somente 5 animais para verificar
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ANEXO C - TERMO DE CONCORDANCIA DA COLETA DE SANGUE
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UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA _

_ FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO

BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-1947
E-mail: cepfs@unb.br

http://fs.unb.br/cep/

TERMO DE CONCORDANCIA

O Gerente da Geréncia de Medicamentos ¢ Toxicologia, NELSON FRICK DA
SILVA FAGUNDES, Farmacéutico Bioquimico e Industrial, Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas (UFRGS, 2000), Especialista em Politicas Ptblicas e gestdo Estratégica em
Satude (ENAP/ENSP, 2006), responsével pela Geréncia de Medicamentos e Toxiclogia do
Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal — LACEN-DF, vinculado a
Subsecretaria de Vigilancia a Satde, da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal
estd de acordo com a realizagdo, neste Setof, da coleta de sangue e exames laboratoriais
para determinagdo dos niveis séricos da Vitamina C, referente a execuc¢do da pesquisa:
“ESTUDO DA INTERFERENCIA DA VITAMINA C NOS COMPORTAMENTO DE
ANSIEDADE E DEFICIT DE MEMORIA E O ABANDONO DOS ESTUDOS E
REPROVACAO ESCOLAR”, de responsabilidade do pesquisador IVALDO JESUS
LIMA DE OLIVEIRA, com a finalidade de investigar o efeito da suplementacdo da
Vitamina C (Acido Ascoérbico) nos niveis de ansiedade e déficit de memoria e o fendmeno
social do abandono dos estudos e da reprovagdo escolar em estudantes do Centro de
Ensino Médio 09 de Ceilandia — CEM 09, ap6s aprovagio pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia.

O estudo envolve a suplementagdo de cépsulas de vitamina C para o grupo
experimental ¢ de placebo para o grupo controle, coleta e analise de sangue, aplicacdo de
testes neuropsicologicos, avaliagdo psicologica, descricdo nutricional, recordatério
nutricional e ingestdo de nutrientes, aplicados por Psicologas e Nutricionistas devidamente
credenciadas pelos seus respectivos Conselhos Regionais de Psicologia (CRP) e de
Nutricdo (CRN). 5¥J

o
;@U

Cg



UnB

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
CAMPUS UNIVERSITARIO DARCY RIBEIRO
BRASILIA - DF
TELEFONE (061) 3107-1947
E-mail: cepfs@unb.br
http://fs.unb.br/cep/

Serdo selecionados 120 estudantes de ambos os sexos, regulamente
matriculados no CEM 09 de Ceiléndia, divididos nos seus respectivos turnos, compostos
por 40 estudantes: 20 do sexo masculino e 20 do sexo feminino, que formardo trés grupos
por idade: 14 a 17 anos adolescentes, 18 a 45 adultos € 50 a 70 idosos, divididos em 10
estudantes para cada experimento, que também serdo incluidos no grupo focal para o
experimento: abandono dos estudos e reprovagfo escolar. Esta intervengéo tem duragio de
14 (dias), com previsdo de inicio para o més de setembro de 2012.

Os estudantes selecionados serdo entrevistados pelas Psicélogas e Nutricionistas
no inicio do experimento e serdo coletados (5 ml) de amostra de sangue dos estudantes,
apos 8 (oito horas) em jejum, por uma Bioquimica responsavel do LACEN-DF, utilizando
luvas, seringas e agulhas descartdveis, seguindo as recomendagdes padroes de

biosseguranga, no 1° dia do experimento e no 14° dia (no inicio e no final dos tratamentos).

Brasilia, 25 de julho de 2012.

Gerente responsavel pela GMT/LACEN-DF/SVS

wb(um O, \r"/cuMM

Ms NELSON FRICK DA SILVA FAGUNDES T
Assinatura/carimbo et
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Pesquisador Responsavel pelo protocolo de pesquisa:
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Prof® IvaldgJesus Lima de Oliveira
Assinatura
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ANEXO D — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O (a) Senhor(a) estudante do Centro de Ensino Médio de Ceilandia (CEM), maior de
idade (18 a 74 anos) estd sendo convidado(a), a participar do projeto de pesquisa com 0
titulo: ESTUDO DA INTERFERENCIA DA VITAMINA C NOS COMPORTAMENTOS
DE ANSIEDADE E DEFICIT DE MEMORIA E O ABANDONO DOS ESTUDOS E
REPROVACAO ESCOLAR. Caso o(a) senhor(a) seja o responsavel legal pelo seu(a)
filho(a) menor de idade (14 a 17 anos) convidamos a autorizar a participacdo deles no
referido projeto de pesquisa.

O objetivo desta pesquisa é investigar o efeito da suplementagdo da vitamina C (&cido
ascorbico) nos niveis de ansiedade e déficit de memdria e o fenbmeno social do abandono
dos estudos e da reprovacdo escolar em estudantes do CEM 09 de Ceilandia.

O(a) Senhor(a) ou o seu(a) filho(a) menor de idade receberé todos os esclarecimentos
necessarios antes e no decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos que seu home e/ou de seu(a)
filho(a) ndo aparecerd sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissdo total de
quaisquer informac6es que permitam identifica-lo(a)s.

Esclarecemos que a sua participacdo ou de seu(a) filho(a) menor de idade, sera atraves
da afericdo da pressao arterial sistélica, diastolica e frequéncia cardiaca; da coleta de (5 ml) de
amostra de sangue, ap6s 8 (oito horas) em jejum, por uma Bioquimica responsavel do
Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal — LACEN-DF, vinculado a
Subsecretaria de Vigilancia a Salde, da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal,
que utilizara luvas, seringas e agulhas descartaveis, no 1° dia do experimento e no 15° dia (no
inicio e no final dos tratamentos) sob a responsabilidade do Gerente da Geréncia de
Medicamentos e Toxicologia Mestre em Ciéncias Farmacéuticas e Farmacéutico Ms. Nelson
Frick da Silva Fagundes, bem como de entrevistas, testes neuropsicoldgicos, avaliacdo
psicoldgica, descri¢do nutricional, recordatério nutricional e ingestdo de nutrientes aplicados
por Psicélogas e Nutricionistas devidamente credenciadas pelos seus respectivos Conselhos
Regionais de Psicologia (CRP) e de Nutricdo (CRN) ndo havendo nenhum incémodo para 0s
participantes. O(a) senhor(a) ou seu(a) filho(a) devera comparecer a todos 0s procedimentos
experimentais com a equipe multidisciplinar, nos laboratorios do CEM, na data e horério
combinado antecipadamente. Estes procedimentos serdo realizados em duas visitas (no 1° e
15° dia). Informamos que o(a) senhor(a) ou seu(a) filho(a) pode se recusar a responder (ou
participar de qualquer procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento,

podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para
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o(a) senhor(a) ou seu(a) filho(a). Esclarecemos, ainda, que a sua participacdo ou do seu(a)
filho(a) é voluntéria, isto é, ndo hd pagamento por sua colaboragdo. Solicitamos também
permissdo para gravar as entrevistas semi-estruturadas que serdo utilizadas durante os
procedimentos da execucao deste projeto.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia, Faculdade de
Ciéncias da Saude, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude podendo ser publicados
posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do
pesquisador.

Se o(a) Senhor(a) ou seu filho(a) tiver qualquer ddvida em relacdo a pesquisa, por
favor telefone para: Prof® Dr° Sérgio Leme da Silva, Coordenador Geral da Pesquisa,
Psicdlogo do Instituto de Psicologia, Departamento de Processos Psicolégicos Basicos, do
Programa de Po6s-graduacdo de Ciéncias do Comportamento telefone: (61) 3307-2625 Ramal:
515, (61) 9143-3003, no horério: 8:00 as 12:00 e 14:00 as 18:00 ou ao doutorando lvaldo
Jesus Lima de Oliveira, telefone: (61) 3536-7057 ou (61) 9301-9855, responsavel pela
pesquisa ou ainda para 0 Ms Nelson Frick da Silva Fagundes, telefone: (61) 3225-2394.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia. As duvidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os
direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel

Nome e assinatura

Brasilia, de de
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ANEXO E — AUTORIZACAO PARA A COLETA DE DADOS



GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE EDUCACAO
Subsecretaria de Infraestrutura e Apoio Educacional
Coordenagao de Unidades Regionais de Infraestrutura e Apoio Educacional G DF

AUTORIZACAQ

Autorizamos o Professor Ivaldo Jesus Lima de Oliveira, Doutorando de Ciéncias
da Sadde da Universidade de Brasilia-UnB, a realizar no Centro de Ensino Médio 09 de
Ceildndia a pesquisa “ESTUDO DA INTERFERENCIA DA VITAMINA C NOS
COMPORTAMENTOS DE ANSIEDADE E DEFICIT DE MEMORIA E O
ABANDONO DOS ESTUDOS E REPROVACAO ESCOLAR?”, por meio de coleta de
sangue, aplicagdo de questiondrios/testes e entrevistas com alunos de 14 a 70 anos, com
objetivo de “investigar o efeito da vitamina C nos niveis de ansiedade e déficit de meméria e
0 fenémeno social do abandono dos estudos e da reprovagdo escolar em estudantes do CEM
09”.

Ressaltamos que a pesquisa deverd ser realizada mediante 7Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelo participante maior de idade ou pelos pais/
responsaveis pelo estudante menor de idade e a coleta de sangue deverd ser realizada
conforme previsto no projeto, por profissional capacitado, respeitando as normas de
biosseguranca e dentro dos rigores da assepsia.

Certos da boa acolhida ao trabalho em comento, agradecemos antecipadamente e
colocamo-nos a disposigao para esclarecimentos adicionais pelo telefone 3901-1877.

Brasilia, 19 de outubro de 2012.
o

Loy,
HERONTE SENA FILHO
Coordenagdo de Unidades Regionais de Infraestrutura e Apoio Educacional

Brasilia ~ “Patriménio Cultural da Humanidade”
Geréncia do Programa de Salde Escolar
SGAN 607, Projecao D, Edificio Sede II, Sala 112.
70.850-070 — Brasilia — DF

Fone: (61) 3901-1877
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ANEXO F — DADOS PESSOAIS PARA A COLETA DE SANGUE
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Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal — LACEN-DF, vinculado a

Subsecretaria de Vigilancia a Salde, da Secretaria de Estado de Salude do Distrito Federal.

ESTUDO DA INTERFERENCIA DA VITAMINA C NOS COMPORTAMENTOS
DE ANSIEDADE E DEFICIT DE MEMORIA E O ABANDONO DOS ESTUDOS E
REPROVACAQ ESCOLAR.

Nome do Paciente:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino Estado Civil:

Data de Nascimento: _ / /  Idade: _ Série: _ Turma: ___ Turno:
Nome da Mae:

Nome do Pai:

Endereco:

Telefone: (__ ) Celular: (__)

Solicitante: Farm. Biog. Nelson Frick Fagundes
Exame solicitado: Teor sérico de Vitamina C

Observacdo: 1° Coleta em paciente sem intervencado (linha de base)

data: / /
2° Coleta em paciente (p6s-tratamento)
data: / /

Estudantes do Centro de Ensino Médio 09 de Ceilandia

Pesquisador responsavel: Ivaldo Jesus Lima de Oliveira
Matricula: UnB-10/0072330
Matricula: SEDF-32.635-6
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ANEXO G — DECLARACAO DE COMPARECIMENTO
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Governo do Distrito Federal =
‘ Secretaria de Estado de Educacao r
e Diretoria Regional de Ensino de Ceilandia ’
ntr Ensino Médi ilandi
GDF Centro de Ensino Médio 09 de Ceilandia N —.]

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o(a) estudante do Centro de Ensino Médio de

Ceilandia , Série: Turma:

Turno: _ Modalidade foi submetido a afericdo da pressdo sanguinea
sistole, diastole e frequéncia cardiaca, coleta de sangue, e bateria de testes neuropsicolégicos
de ansiedade e memdria, como participante da pesquisa de doutorado do Prof° Ivaldo Jesus
Lima de Oliveira, Matricula UnB-10/0072330, do Programa de Pés-graduagdo da Faculdade
de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia — UnB, com o titulo: ESTUDO DA
INTERFERENCIA DA VITAMINA C NOS COMPORTAMENTOS DE ANSIEDADE E
DEFICIT DE MEMORIA E O ABANDONO DOS ESTUDOS E REPROVACAO
ESCOLAR, aprovada pelo CEP/FS/UnB 022/12, de 08.05.12.

Esclarecemos, ainda que os procedimentos da coleta de sangue foram realizados pelo
Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal — LACEN-DF, vinculado a
Subsecretaria de Vigilancia a Saude, da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal, no
dia: __ / /  horéario: __ seiniciou a partir das 8:00 hs e se finalizou as 10:00 hs,

devendo o(a) estudante retornar ao local de trabalho assim que for concluido todos os

procedimentos experimentais e laboratorias desta pesquisa.

Brasilia, de de 2012.
Ms Nelson Frick da Silva Fagundes
Gerente da Geréncia de Medicamentos e Toxicologia

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas e Farmacéutico
LACEN-DF

Ciente: Direcdo do CEM 09 de Ceilandia
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ANEXO H - ESCALA DE ANSIEDADE DE BECK (BAI)



ESCALA DE ANSIEDADE DE BECK (BAl)
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Nome:
0 1 2 3
AUSENTE SUAVE MODERADO SEVERO
N&o me E desagradavel, Quase néo
incomoda mas consigo consigo
muito suportar suportar

1 — Dorméncia ou
formigamento

2 — Sensac0Oes de
calor

3 — Tremor nas
pernas

4 — Incapaz de
relaxar

5 — Medo de
acontecimentos
ruins

6 — Confuso ou
delirante

7 — Coracdo
batendo forte e
rapido

8 — Inseguro(a)

9 — Apavorado(a)

10 — Nervoso(a)

11 — Sensacao de
sufocamento

12 — Tremor nas
maos

13 — Trémulo(a)

14 — Medo de
perder o controle

15 — Dificuldade
de respirar

16 — Medo de
morrer

17 — Assustado(a)

18 — Indigestdo
ou desconforto
abdominal

19 — Desmaios

20 — Rubor facial

21 — Sudorese
(ndo devido ao
calor)
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ANEXO | — ESCALA DE MEMORIA WESCHELR (WMS)
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INFORMACAO E ORIENTACAO

Nome:
Informacéo Resposta Ponto | Escore
1 — Qual o seu nome completo? 1
2 — Quantos anos vocé tém? 1
3 — Quando vocé nasceu? 1
4 — Onde vocé nasceu? 1
5 — Qual o primeiro nome da sua 1
mée (ou pai)?
6 — Quem é o Presidente do 1
Brasil?
7 — Quem foi anterior a ele? 1
8 — Quem ¢ o Governador? 1
9 — Quem € o Papa? Ou o Rei do 1
Futebol?
10 — Em que ano estamos? 1
11 — Em que més estamos? 1
12 — Que dia do més é hoje? 1
13 — Em que lugar vocé esta 1
agora?
14 — Em que cidade estamos? 1
15 — Que horas sdo agora? 1
CONTROLE MENTAL
Resposta Tempo Ponto Escore

20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 98 7 654321 30° 0,10u?2

ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ 30 0,1ou?2

14710 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 45 0,1ou?2




Nome:

DIGITOS DIRETOS
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Item resposta

Ponto na tentativa
(Oou1l)

Ponto no Item
(0,10u?2)

1-7

6-3

5-8-2

6-9-4

6-4-3-9

7-2-8-6

4-2-7-3-1

7-5-8-3-6

6-1-9-4-7-3

3-9-2-4-8-7

5-9-1-7-4-2-8

4-1-7-9-3-8-6

5-8-1-9-5-1-7-4

3-8-2-9-5-1-7-4

2-7-5-8-6-2-5-8-4

R

NP (N RN RN RN RN R N RN -

7-1-3-9-4-2-5-6-8

1

Ponto maximo: 16

DIGITOS INVERSOS

Item resposta

Ponto na tentativa
(Oou1l)

Ponto no Item
(0,1 0u?2)

2-4

o-7

6-2-9

4-1-5

3-2-7-9

4-9-6-8

1-5-2-8-6

6-1-8-4-3

5-3-9-4-1-8

7-2-4-8-5-6

8-1-2-9-3-6-5

4-7-3-9-1-2-8

9-4-3-7-6-2-5-8

RRrRRRrRrR R R R R R-

NN EFEINEFEINEFEINEFEINEFEINE

7-2-8-1-9-6-5-3

1

Ponto méaximo: 14




MEMORIA LOGICA I E Il

Nome:

199

Historia A

ML 1

ML 2

ANA SOARES* DO SUL* DO PARANA*
EMPREGADA* COMO FAXINEIRA* NUM
PREDIO* DE ESCRITORIOS* RELATOU*
NA DELEGACIA* DE POLICIA* QUE
TINHA SIDO* ASSALTADA* NA RUA DO
ESTADO* NA NOITE ANTERIOR* E
ROUBADA* EM 150 REAIS* ELA DISSE
QUE TINHA* QUATRO* FILHINHOS.* O
ALUGUEL* NAO TINHA SIDO PAGO, E
ELES NAO COMIAM HA DOIS DIAS.* 0S
POLICIAIS,* TOCADOS PELA HISTORIA
DA MULHER,* FIZERAM UMA COLETA*
PARA ELA.

Histéria B

ML 1

ML 2

ROBERTO* MOTA* ESTAVA DIRIGINDO*
UM CAMINHAO MERCEDES* NUMA
RODOVIA* A NOITE,* NO VALE* DO
PARAIBA* LEVANDO OVOS* PARA
TAUBATE.* QUANDO 0 EIXO*
QUEBROU* O CAMINHAO* CAIU NUMA
VALETA* FORA DA ESTRADA.* ELE FOI
JOGADO* CONTRA O PAINEL* E SE
ASSUSTOU  MUITO* NAO HAVIA
TRANSITO* E ELE DUVIDOU QUE
PUDESSE SER SOCORRIDO* NAQUELE
INSTANTE SEU RADIO PX* TOCOU* ELE
RESPONDEU IMEDIATAMENTE* “AQUI
FALA TUBARAO”.




PARES DE FACIL ASSOCIACAO I E II
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Nome:
Palavra Par 18 Tipo Evocacao Tipo
Tentativa tardia

1 - ROSA FLOR F F
2 - METAL FERRO F F
3-ESCOLA DROGARIA D D
4 — REPOLHO CANETA D D
5 BEBE CHORO F F
6 — ESPREMER ESCURO D D
7—OBEDECER | CENTIMETRO D D
8 — FRUTA MACA F F

Palavra Par 22 Tentativa Tipo
1 - FRUTA MACA F
2 —ROSA FLOR F
3—- METAL FERRO D
4 — REPOLHO CANETA D
5_— OBEDECER | CENTIMETRO D
6 — ESCOLA DROGARIA D
7 — ESPREMER ESCURO D
8 — BEBE CHORO F

Palavra Par 3% Tentativa Tipo
1 - OBEDECER | CENTIMETRO D
2 —REPOLHO CANETA D
3—ROSA FLOR F
4 —ESCOLA DROGARIA D
5 — ESPREMER ESCURO D
6 — BEBE CHORO F
7 - METAL FERRO D
8 — FRUTA MACA F
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ANEXO J — DADOS PESSOAIS E SOCIOECONOMICOS



DADOS PESSOAIS E SOCIOECONOMICOS

Identificacdo do entrevistado(a)

Data da Entrevista: __ / /  Horario de inicio Término

Nome:

202

Sexo: () Masculino ( ) Feminino Estado Civil:

Data de Nascimento: _ / /[ Idade:  Seérie: _ Turma:___ Turno:
Endereco:

Telefone: (__ ) Celular: (__)

Peso:  Kg Estatura: cm

Profisséo:

Vocé esta trabalhando atualmente?

Local de trabalho:

Horario de trabalho:

Renda Familiar

At62SM ()
3a4sSM ()
5a6SM ()
7a8SM ()

Né&o declarou ( )
N° de componentes da familia: __ Veiculo proprio: ( )sim ( ) ndo

Imével: () préprio ( )alugado ( ) outros
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ANEXO K — ESTADO DE SAUDE FiSICA E MENTAL



Nome do entrevistado(a):

ESTADO DE SAUDE FISICA E MENTAL

204

Informe se é portador ou se ja sofreu de:

NO

Enfermidade

SIM

01

Doengas do aparelho cardiocirculatorio (angina, infarto,
pressdo alta, arritmias, aneurisma de aorta, cirurgias
anteriores e doencas cardiacas congénitas)

02

Doengas endocrinas e metabolicas (diabetes,
hipertireoidismo e hipotireoidismo)

03

Doencas do sangue, imunologicas e do colageno ou
autoimune (anemias, purpuras, talassemias, AIDS e suas
complicagdes, lUpus eritematoso e artrite reumatdide)

04

Doengas do sistema nervoso e cerebrovasculares (derrame,
aneurisma cerebral, paralisia cerebral, Parkinson, Alzheimer,
epilepsia, esclerose multipla lateral, Huntington e doencas
congénitas do sistema nervoso)

05

Doencas ou tomorizacbes malignas (leucemia, mieloma
maultiplo, carcinoma, melanoma, linfoma e todos os tipos de
cancer)

06

Doengas do aparelho urindrio e do aparelho reprodutor
masculino ou feminino (célculo renal, insuficiéncia renal,
infeccdo urindria de repeticdo, incontinéncia urinaria,
doencas da prostata, cistos de ovario, mioma uterino e
nodulos de mama)

07

Qualquer outra doenca que ndo esteja descrita acima,
constante dos itens anteriores, que tenha gerado ou ndo
intervencdo médica.

Declaro para os devidos fins, que me encontro em plena saude fisica e mental e estou
apto(a) a participar desta pesquisa e ndo estou gravida (feminino) e nem ingerindo
suplementacédo regular de vitamina C, nem medicamentos controlados restritos aos pacientes
psiquiatricos ndo tenho nenhuma doenca grave, principalmente predisposicdo a doencas renais
e nefropatias, bem como aspectos relacionados a pratica nutricional: raquitismo, desnutrigéo,
baixo peso corporal relacionado com a idade e problemas mentais.

Ciente:;

Assinatura do Participante
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ANEXO L — RECORDATORIO ALIMENTAR



RECORDATORIO ALIMENTAR

Sexo: Masculino
Feminino

Nome:

Turno:
Entrevistador:

Idade: Série:
N° do questionario

206

1

Data da Entrevista: /[

Dia da semana do Recordatorio Horério:

Anote bebidas e alimentos (ingredientes de preparagdes) consumidos no dia anterior e 0s
horéarios. Anote 0 nome das refei¢fes. Ndo esqueca das marcas comerciais, medidas caseiras,

utensilios (tipo de colher, copo, prato, etc).

Nome das Horéario Local Alimentos, | Ingredientes | Quantidades
Refeicdes bebidas efou | € formade | ingeridas
preparacBes | Preparo (colhergs,
copo, xicara
— medida
caseira)
Café da manhd
Lanche da
manha
Almocgo
Lanche da tarde
Jantar
Ceia
Intervalos  de
refeicoes
O(A) Entrevistado(a) consumiu:
Refrigerante ( ) Sim ( ) Light/Diet () Normal
( ) Néo
Leite () Sim () Integral ( ) Desnatado ( ) Semidesnatado
( ) Nao
Salada () Sim Descrever o tempero utilizado
( ) Néo
Bebidas () Sim Verificar se adicionou algo
( ) Néo
Apetite: ( ) Pouco Normal ( ) Muito ()
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Pakistan Journal of Biological Sciences, 2014
ISSN 1028-8880 / DOI: 10.3923/pjbs.2014.
© 2014 Asian Network for Scientific Information

Effects of Oral Vitamin C Supplementation on Anxiety in Students:
A Double-Blind, Randomized, Placebo-Controlled Trial

Tvaldo Jesus Lima de Oliveira, ?Victor Vasconcelos de Souza, *Vitor Motta and *Sérgio Leme Da-Silva
"Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, CEP 70910-900, Brazil
*Department of Psychological, Institute of Psychology, University of Brasilia,
*Department of Basic Psychological Processes, Institute of Psychology,

Postgraduate Program in Behavioral Sciences, University of Brasilia,

Brasilia, Distrito Federal, CEP 70910-900, Brazil

Abstract: Vitamin C (ascorbic acid) is a well-known antioxidant that is involved in anxiety, stress, depression,
fatigue and mood state i humans. Studies have suggested that oxidative stress may trigger
neuropsychological disorders. Antioxidants may play an important therapeutic role in combating the damage
caused by oxidative stress in individuals that suffer from anxiety. In this context, it was hypothesized that oral
vitamin C supplementation would reduce anxiety. However, few up to date studies have evaluated the
consequences of oral vitamin C supplementation on anxiety i humans. The present study examined the effects
of oral vitamin C supplements in 42 high school students, in a randomized, double-blind, placebo-controlled
trial. The students were given either vitamin C (500 mg day™') or placebo. Plasma concentrations of vitamin C
and blood pressure were measured before the intervention and then one day after the intervention. Anxiety
levels were evaluated for each student before and after 14 days following supplementation with the Beck
Anxiety Inventory. Results showed that vitamin C reduced anxiety levels and led to higher plasma vitamin C
concentration compared to the placebo. The mean heart rates were also significantly different between vitamin
C group and placebo control group. Present study results not only provide evidence that vitamin C plays an
important therapeutic role for anxiety but also point a possible use for antioxidants in the prevention or
reduction of anxiety. This suggests that a diet rich in vitamin C may be an effective adjunct to medical and

psychological treatment of anxiety and improve academic performance.

Key words: Vitamin C, anxiety, high school students, oxidative stress, beck anxiety inventory

INTRODUCTION

Vitamin C (ascorbic acid) is an antioxidant involved in
anxiety, memory, fatigue and mood state studies. Some
animals, including humans, cammot synthesize ascorbic
acid due to lacking the enzyme, L-glulonolactone oxidase
(Naidu, 2003). Many studies have shown that vitamin C is
related to anxious behavior and psychology triggered by
stressful situations. Treatment for 14 days with high
doses of vitamm C (1.000 mg three times per day)
decreased blood pressure, lowered cortisol and reduced
subjective responses associated with acute psychological
stress (Brody et al., 2002). Vitamin C plasma concentration
levels have been found to be inversely associated with
systolic and diastolic blood pressure m cross-sectional
studies (Ness et al, 1997, Bates et al, 1998).
Mazloom et al. (2013) evaluated the effects of two

antioxidants (vitamins C and E) on anxiety, depression
and stress in type 2 diabetic patients. The vitamin C group
showed a significant decrease in anxiety scores compared
with vitamin E and placebo, however, no significant
differences were found between groups for depression
scores or stress.

More recently, another clinical study conducted by
Aburawi et al. (2014) investigated the effect of vitamin C
as a treatment for depression and its associated action
with antidepressants, such as paroxetine, fluoxetine,
clomipramine, fluvoxamine and the combination of
olanzapine and clomipramine. The authors concluded that
the combination of vitamin C with antidepressants
resulted in a better therapeutic response for depression.
Smnilarly, Amr ef al. (2013) also demonstrated the efficacy
of adding vitamin C to fluoxetine as an adjunct for
treatment of major depressive disorder in pediatric

Corresponding Author: Ivaldo Jesus Lima de Oliveira, Campus Universitario Darcy Ribeiro (Asa Norte),
em Ciéncias da Saude, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, B, Brasilia,
Distrito Federal, 70910-900, Brazil Tel: + 55 61 3536 7057 Fax: + 55 61 3307 2268
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patients. Moreover, numerous studies of animal models
of depression have shown the antidepressant effects of
vitamin C (Binfare et al., 2009, Moretti ef al., 2011, 201 2a,
b, 2013, 2014).

Vitamin C supplementation has yielded inconsistent
results for the treatment of fatigue in humans. However,
a clinical trial conducted by Suh et af. (2012) obtained
positive results. Intravenous admimstration of vitamin C
decreased fatigue in office workers at two hours and
fatigue levels remained lower for one day. Workers in the
experimental condition also exhibited higher plasma
vitamin C levels and reduced oxidative stress compared to
the placebo group. For workers in this study, vitamin C
supplementation proved to be a safe and effective method
to reduce fatigue. Furthermore, studies have mdicated
a high prevalence of hypovitaminosis C and D in
acute-care hospitals. Administering Vitamim C improves
mood and reduces distress in hospitalized patients
(Evans-Olders er al, 2010, Wang et al., 2013,
Zhang et al., 2011).

Anxiety is a response to a threat that is unknown,
vague or internal which can alter physiological signals
(Gautam et al., 2012). Therefore, anxiety typically serves
an adaptive function and prepares an mdividual for
potential danger, alerting a person to be prepared to an
imminent threat (Gautam ez af., 2012; Weinberger, 2001).
However, when the anxiety is extremely high and
persistent, it can become pathological and meet criteria for
disorder (Weinberger, 2001). For many individuals, anxiety
1s also associated with secondary problems, such as a
lack of self-confidence or for students, academic
difficulties (Guney et al., 2014). Moreover, for students,
other symptoms may be expressed in the classroom and
contribute to low academic performance, such as: panic,
fear of failing examinations, feeling nervous and
incapable of accomplishing tasks and racing heartbeat
(Vitasari et al., 2011). High levels of anxiety can umpair
working memory and increase distractibility in students
(Aronen et al., 2005; Cassady and Johnson, 2002). Other
research has shown that students with mcreased anxiety
levels during their end-of-semester examinations tend to
obtain lower marks (Hamzah, 2007). Anxiety was the main
predictor of academic performance among students
(McCraty, 2007) and increasing anxiety levels can be
associated with lower academic performance
(Mazzone et al., 2007, Sena et al., 2007).

Oxidative  stress can  contribute to  the
pathophysiology of anxiety disorders (Guney et al., 2014;
Ranjana et ai., 2012). Present demonstrated that there are
assoclations between total oxidant/antioxidant levels
and anxiety disorders in children and adolescents
(Guney et al., 2014). This suggests that oxidative stress
may be harmful in children and adolescents with anxiety
disorders. In this sense, the high oxygen consumption
that occurs in the brain and its lipid-rich constitution

(Halliwell, 2006, Ng et al., 2008) may contribute to
oxidative stress and this can promote or trigger
psychiatric disorders (Bouayed et al., 2009; Hovatta et al.,
2010). Among other factors such as genetics,
neurochemistry, neurobiology and psychology, oxidative
stress may be an important factor for the etiopathogenesis
of anxiety disorders (Guney et al., 2014). Other studies
have also found a link between oxidative stress and
Obsessive-Compulsive Disorder (OCD) and Panic
Disorder (PD), further indicating that oxidative metabolism
can affect the regulation of anxiety (Kuloglu et af., 2002a,
b). To combat such neurochemical changes, biological
systems are equipped with antioxidant defenses.
Therefore, antioxidant supplementation may play an
important therapeutic role to combat oxidative stress in
individuals that suffer from anxiety (Gautam e ai., 2012).
The aim of this study was to assess whether an important
antioxidant like vitamin C exerts an anxiolytic-like effect in
high school students. Anxiety levels of the students were
evaluated by a validated instrument known as the Beck
Anxiety Inventory which allowed to investigate the
potential therapeutic role of vitamin C on anxiety-related
human cognitive behavior.

MATERIALS AND METHODS

Participants: High school students of both sexes from
Ceilandia, Distrito Federal, Brazil were invited to
participate in this study. All participants were told the
details of the study and signed forms indicating their
informed comsent. The experimental protocol and
assessments of anxiety are in accordance with the
Declaration of Helsinki and Good Clinical Practice guide
and had been approved by the Ethics Committee on
Human Research, Faculty of Health Sciences, University
of Brasilia, under the number, 022/12.

Inclusion and exclusion criteria: All students in good
physical health were mcluded. There was no history of
smoking among participants. Students were excluded if
they were pregnant, regularly taking vitamin C
supplements or prescription drugs, regularly taking
restricted medications (psychiatric patients), or if they had
a history of illness including: psychiatric conditions,
diabetes, hypertension, heart problems, lung,
predisposition to kidney disease, as well as conditions
related to malnutrition: rickets, low body weight for their
age and mental problems.

Experimental procedures: Forty-two students were
recruited and randomly assigned (n = 21 for each group)
to receive either vitamin C or placebo. There were no drop
outs. Participants took either placebo capsules or 500 mg
vitamin C supplement capsules every day for 14 days.
Only the nutritionist responsible for momnitoring and
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distribution of capsules was, aware of the capsules’
composition.  Students were evaluated by a
multidisciplinary team with expertise in biochemistry,
nutrition, psychology and neuroscience. The team
conducted interviews with all students. Students were
informed of the purpose and procedures of the trial. The
first day of the experiment began at 8:00 AM with the
reception of students in the laboratory, where they
received a kit from a nutritionist containing either placebo
or vitamin C capsules. Vitamin C and placebo capsules
were obtained from Pharmacy Medicines, Brasilia, Distrito
Federal, Brazil (Pharmacotechniques). Placebo capsules
were identical m appearance to vitamin C capsules
(both in green and white colors). Next, students’ systolic
and diastolic blood pressure and heart rate were measured
and blood samples were collected (5 mL). All students had
been mnformed that the collection of blood samples
required eight hours of fasting and that blood collection
would start at 9:00 AM. The procedures were conducted
by the staff of the Central Public Health Laboratory of the
Federal District (LACEN-DF), using recommendations
from the State Department of Health of the Federal
District, Brazil. Blood collection ended at 10:00 AM and all
samples were prepared to be forwarded to LACEN-DF for
analysis. After blood collection, the students and the
team were offered breakfast. Students were then assessed
by the team psychologist in a random order with the BAT,
a neuropsychological test of anxiety. These tests on day
1 constituted the baseline measures. These experimental
procedures were repeated on 15 day (post-treatment),
following the supplementation.

Blood pressure measurements: Before the blood samples
were collected, students’ systolic and diastolic blood
pressure and heart rate were recorded with an
automatic self-inflating portable sphygmomanometer
(Powerpack MS-918). The procedure was repeated on
15th day (post-treatment).

Blood sample and laboratory procedures: Plasma
ascorbic acid concentration was initially based
on the oxidation of ascorbic acid by diketogulonic
and  dehydroascorbic acids. These  products
react  with  2,4-dimtrophenylhydrazine  to form
2,4-dinitrophenylhydrazone. This compound, after
reacting with sulfuric acid (H,50,), forms a product with
an absorption band that ¢an be measured at 520 nm. In
this study, the ascorbic acid concentration in plasma was
assessed following the protocol proposed by Bessey
(1960) with methodology similar to previous studies
(Marim et al., 2012, Garlipp-Picchi et al., 2013). Venous
blood samples (5 mL) were collected from all students with
use of hypodermic needle. A 100 mL solution containing
2,4-dinitrophenylhydrazine (2%), thiourea (5%) and
copper sulfate (0.6%), DTC was prepared. Immediately

following this, a 0.4 mL sample (serum) was removed and
added to 1.6 mL of 5% Trichloroacetic Acid (TCA) mix for
30 sec and centrifuged at 2.500 rpm for 10 min. Then,
02 mL of DTC reagent was added to 0.6 mL of
supernatant and the solution was subsequently shaken
for 30 sec. This procedure was performed in triplicate. In
order to complete the standard solution, 1 mL of 65%
H,S0, was added and the samples were shaken for 30 sec.
After 30 min, in protection from light, the reading was
taken in a spectrophotometer (Spectrablax M35, Molecular
Devices) at 520 nm. The ascorbic acid concentration in the
plasma was calculated using a calibration curve.

Anxiety behavior test: The Beck Anxiety Inventory (BAI)
was designed by Beck, Brown, Steer and Epstein in 1986
(Beck et al., 1988, Cunha, 2001). Twenty-one items were
designed to reflect the somatic, affective and cognitive
symptoms characteristic of anxiety. This inventory was
built to avoid confusion with depression symptoms.
Scores between 8 and 15 are interpreted as mild anxiety,
between 16 and 25 as moderate anxiety and between 25
and 63 as severe anxiety.

Statistical analysis: The program software Graph Pad
Prism was used for building figures for this experiment.
Statistical analyses were conducted usng IBM SPSS
version 20.0 for Windows (IBM Corp. NY, USA). Data are
expressed as Means+Standard Deviation (SD). To assess
the normality of the variable distributions, Kolmogorov-
Smirnov tests was conducted. When results were
normally distributed, differences between groups were
assessed using parametric Student’s t-tests. When the
results were not normally distributed, non-parametric
Wilcoxon signed-rank tests and Mann-Whitney U test
were used. Categorical variables were analyzed using
Chi-square tests. Significance levels were set at p<0.05.

RESULTS

The demographic characteristics of the students are
summarized in Table 1. The mean age of the vitamin C
group was 30.43+14.35 years and the mean age of the
placebo control group was 24.244+11.07 years. A student’s
t-test indicated that there was no difference between the
vitamin C group compared the placebo control group
(p = 0.125). There was no difference across gender

Table 1: Demographic characteristics of the study participants™ group

®=21)
Characteristics Vitamin C Placebo control p-value
Age (years) 30.43£14.35 24.24+11.07 0125
Sex N (female/male) 21 (16/S) 21 (16/5) 1.000%
Height (m) 1.62£0.09 1.63+0.09 09304
Weight (kg) 61.43+14.46 59.00+11.59 0.624®
BMI kgm™%) 23.3244.77 22.27+3.76 0.513¢%

N: No. of participants, BMI: Body Mass Index, 'All values are Means+SDS,
2Student’s t-test, *Chi-square test and “Mann-Whitney U test
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(p = 1.000). Assessments of height, weight and Body
Mass Index (BMI) revealed no significant differences
between the vitamin C compared the placebo; in short,
the two groups no differ from one another regarding the
descriptive characteristics.
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Fig. 1: Effects of vitamin C or placebo on anxiety assessed
by BAL Box plots of student anxiety scores in the
vitamin C (n = 21) and placebo (n = 21) groups.
Baseline and post-treatment anxiety assessed by
BAT in both groups. (p = 0.010) were calculated by
using Wilcoxon’s signed-rank test. Post, refers to
after the 14-day treatment

The mean scores of anxiety, plasma vitamin C
concentration, systolic blood pressure, diastolic blood
pressure and heart rate are shown in Table 2, both
at  baseline and after experimental mtervention
(post-treatment). A Wilcoxon signed-rank test revealed
that there was a significant decrease among vitamin C
group post-treatment in comparison to baseline treatment
(p = 0.010). As shown in Fig. 1, anxiety scores after the
intervention were significantly lower for the vitamin C
than the placebo control group (p = 0.010), indicating that
oral vitamin C supplements improved the anxiety levels of
students. Plasma vitamin C concentration was greater in
the vitamin C group than the placebo group following the
intervention period (p = 0.001). Likewise, there was a
significant difference in the mean heart rate of the vitamin
C group compared to placebo control group (p = 0.032).
However, there was no significant difference between the
groups vitamin C and placebo either pre-or post-treatment
in mean systolic blood pressure (p = 0.933) and diastolic
blood pressure (p = 0.698). These results suggest that the
experimental vitamin C group had better physiological
response compared with placebo control group, only on
the mean heart rate, indicate that vitamin C improved this
parameter that i1s involved with anxiety symptoms.

Additionally, in terms of nutrition students were
assessed using dietary recall data are available in Table 3.
In general, students were considered euthrophic. There

Table 2: Anxiety scores baseline and post-treatment either vitamin C supplementation or placebo, biochemical and physiological parameters or profiles’

Vitamin C group (n=21)

Placebo control group (n =21)

Variables Baseline Post Baseline Post p-value®
BAI scores 22.33£10.35 16.86+10.19 25.43£10.56 24.95+13.11 0.010
PCVC (mg dL™1) 1.09+0.52 1.85+0.46 1.19+0.38 1.31+0.53 0.001
SBP (mm Hg) 121.70423.84 119.00+13.16 114.30+£11.85 114.20+9.41 0.933
DBP (mm Hg) 76.10£13.03 75.70+£8.49 73.20£10.57 72.00£9.50 0.698
HR (bpm) 79.20+11.98 74.70£9.36 81.50+13.85 81.00£12.90 0.032

BAIL: Beck anxiety inventory, PCVC: Plasma concentrations of vitamin C, SBP: Systolic blood pressure, DBP: Diastolic blood pressure, HR: Heart rate,
Post, refers to after the 14-day treatment, 'All values are Means+SDS, *Wilcoxon signed-rank test

Table 3: Dietary recall from the students'"

Vitamin C (n=21)

Variables N (%) N (%) p@
Name of meals

Breakfast 15 19.23 19 21.83 34 20.60 0.569
Morning snack 11 14.10 7 8.04 18 10.90

Lunch 18 23.07 20 22.98 38 23.03

Afternoon snack 16 20.51 14 16.09 30 1818

Dinner 15 19.23 19 21.83 34 20.60

Supper 3 3.84 8 9.19 11 6.67

Subtotal 8 100.00 87 100.00 165 100.00

Food

Salads 16 57.14 19 65.51 35 61.40

Fruits 7 25.00 6 20.68 13 2280

Greens 5 17.85 4 13.79 9 1578

Sub total 28 100.00 29 100.00 57 100.00 0.807
Beverages

Soft drinks 10 7142 15 75.00 25 73.52

Juices 4 2857 5 25.00 9 2647 0.816
Total 120 100.00 136 100.00 256 100.00

WAl values are expressed as averages. N: No. of participants, %: Frequency, ®Chi-square test
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was no difference between the groups vitamin C and
placebo on the meals (p = 0.569); food (p = 0.807) and
beverages (p = 0.816), indicating that the groups are
homogeneous in relation the nutritional aspects.

DISCUSSION

The present study evaluated the effects of oral
vitamin C supplementation on anxiety in high school
students. Vitamin C showed an anxiolytic-like effect, as
indicated by the reduction of BAIL anxiety scores. In
addition, vitamin C also decreased heart rate compared to
placebo. These results are in agreement with a previous
study that investigated the effects of six weeks of vitamin
C (1.000 mg per day) and vitamin E (400 IU per day)
supplementation on anxiety levels, depression and stress,
in type-2 diabetic patients. The results of this study
showed that vitamin C significantly reduced anxiety
scores compared to vitamin E and placebo. In contrast,
vitamin E significantly mcreased anxiety scores. Similarly,
this study found that vitamin C significantly decreased
stress levels compared to the placebo group. In this
sense, vitamin C had improved anxiety levels in diabetic
patients by reducing oxidative damage in the brain which
had ‘been causing nervous system impairment
(Mazloom et al., 2013).

The data found from this search are convergent in
another study that examined the effect of an intervention
designed to reduce anxiety and improve academic
performance in engineering students (Vitasari et ol., 2011).
This study used breaths per-minute (bpm) to measure
anxiety. Each student received six two-hour-long sessions
of treatment consisting in breathing retreatment, relaxation
and m studying coping skills. The results indicated that
all participants had reduced anxiety and probably as a
consequence, improved academic performance. This style
of intervention, therefore, was considered an effective
approach to reducing anxiety among students. Taken
together these results suggest that oral vitamin C
supplementation can reduce levels of anxiety among high
school students and may improve academic performance.
Likewise, vitamin C may be a possible adjunct treatment
for anxiety.

Anxiety and depression are common, stress-induced,
psychiatric disorders (Gautam ef af., 201 2). Deficiencies of
vitamin C can trigger depressive symptoms. Low levels of
ascorbic acid have been associated with depressive
symptoms and higher mortality rates in older people
(Hamer et al., 2011). Additionally, Amr et al. (2013)
demonstrated that vitamin C improved the efficiancy of
fluoxetine to treat depression and, given the lack of
substantial adverse effects in a pediatric patients

diagnosed with major depressive disorder, can be
considered an attractive therapeutic adjuvant. The
authors highlighted the need for more large-scale clinical
trials to assess the therapeutic efficacy of vitamin C for
the treatment of depression and its action as adjuvant
treatment associate to antidepressant medications
(Amr et al., 2013). Epidemiological studies have shown
that early-onset anxiety disorders can contribute as
triggers for development of depression and other mood
disorders arising later in life (Beesdo et al, 2007,
Duffy et al., 2013). Likewise, anxiety disorders and mood
disorders are associated with pathogenic mechanisms
involved with the oxidative pathway (Guney et al., 2014).
For these authors vitamin C supplementation can act as
an antioxidant leading to biochemical and behavioral
changes, reducing anxiety, similarly in mechanism to its
effects on depressive symptoms, fatigue and mood state.
Thus, data collected here support these hypotheses.

Interms of nutrition, there is an additional demand on
the body in a condition of stress, such as increase in
adrenal production and mobilization of vitamins and
minerals that accelerate metabolism of carbohydrates,
proteins and fats, occurring production of energy to
normalize stress situation (Gautam et al., 2012). There are
abnormalities that can alter the function of the
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis which 1s
involved with stress responses and anxiety disorder and
implicated in emotional response (Masood et al., 2008,
Mathew e al., 2008). For example, chronic stress exposure
has been shown to trigger oxidative damage, activating
the HPA axis (Aschbacher ef al., 2013). Another study
found that high anxiety levels significantly increase
oxidative stress (Rammal et al., 2008). Moreover, oxidative
stress 1s an excessive production of free radicals and
failure of the antioxidant defense mechanism (McCord,
1993). The deficit of antioxidants can decrease the
protection agamst Reactive Oxygen Species (ROS) and
Reactive Nitrogen Species (RNS) which are hghly
reactive and toxic causing damage to proteins, lipids,
carbohydrates, DNA and mitochondria (Maes ef al., 2011,
Sindhi et al., 2013). Antioxidants neutralize the effects of
ROS and exert action preventing several diseases
(Sindhi et al., 2013). These authors suggests that the
supplementation of antioxidant compounds may be a new
strategy for prevention or reduction of anxiety levels but
also that individuals with anxiety disorders may be
deficient in antioxidants, with indications of increased
oxidative stress.

The results of this study showed that after the
intervention, the vitamin C group had a decreased heart
rate compared to the placebo group. The neurotransmitter
y-aminobutyric acid (GABA) 1s involved in cardiovascular
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regulation. Intracerebroventricular administration of
GABA agonists decreases arterial blood pressure and
heart rate and vitamin C stimulates 3H-GABA binding
(Grigor’ev and Neokesariiskii, 1986). Another study found
an increase in blood pressure and heart rate after
microinjection of glutamate into the paraventricular
nucleus. The N-Methyl-D-Aspatate (INMDA) receptor
antagonist DL-2-amino-5-phosphonovaleric acid (AP-5)
blocked these responses (Li et al., 2006). In contrast, a
high level of traumatic anxiety indicated by elevated
heart rate triggers increase catecholamine release
(Aburawi et al., 2014). Ascorbic acid can modulate
catecholaminergic activity and decrease stress reactions
(Aburawi et al, 2014). This hypothesis is based on
several findings. Ascorbic acid has been described as a
regulating factor of NA/K'-ATPase through the
modulation of catecholamines. It also acts on
neurotransmitter turnover in the central nervous system
(Wiglusz et al., 1983), demonstrated by a study in which
OCD was treated with vitamin C (Jorm et af., 2004).
Likewise, Vitamin C may reduce anxiety and relieve stress
either by stimulated GABA binding and block NMDA-
gated chammel function (Rebec and Pierce, 1994), or act
through activation of dopaminergic and glutamatergic
systems (Aburawi ef al., 2014). Reduced anxiety levels
can be associated with decreased heart rates which are
indicative of decreased catecholamine release. As
previously suggested ascorbic acid can meodulate
catecholaminergic activity and consequently may be
responsible for this lowered heart rate found in ours
study.

Bruno et al. (2012) investigated the effect of acute
vitamin C administration on muscle sympathetic activity
and cardiac sympathovagal balance m hypertensive
patients, vitamin C was able to reduce cardiovascular
adrenergic drive in hypertensive patients which indicates
that oxidative stress may contribute to sympathetic
activation in hypertension. Therefore, this study suggests
that antioxidants may be able to restore vagal control of
heart rate. Additionally, high-doses of vitamin C have
been shown to reduce systolic and diastolic blood
pressure, subjective stress and anxious responses to an
acute interpersonal psychological stressor and, following
the stress, vitamin C promoted faster recovery of salivary
cortisol (Brody ef al., 2002). However, the results of
current study do not suggest any significant differences
in blood pressure (systolic and diastolic) between the
vitamin C group and the placebo group, although the
participants in this study had no history of hypertension.
Vitamin C significantly lowered blood pressure in
hypertensive patients but not in normotensive individuals
(Bruno et al., 2012) which were similar to the results found

in the present study, since that vitamin C was
administered to normotensive ligh school students.

In addition the data presented here are mn accordance
with the results found by Brody et al. (2002) which
showed that plasma vitamin C levels increased
significantly for the vitamin C group (from a means of
1.55-2.65 mg dL.™") but not placebo group (from a mean of
1.36-1.40 mg dL™"). Moreover, treatment with vitamin C
increased blood plasma levels of vitamin C, suggesting
that vitamin C deficiency is mvolved with psychological
abnormalities (Chang er al., 2007, Kinsman and Hood,
1971). Additionally, another study found that there 1s an
increase 1n plasma vitamm C concentration by about 50%
after vitamin C supplementation at a dose of 500 mg day ™
for eight weeks (Khassaf ef of., 2003) and also the average
half-life of vitamin C m an adult is about 10-20 days
(Naidu, 2003). Thus, these results are similar to the current
study (Table 2).

In future research, further study should be done to
evaluate changes in serum oxidative stress parameters in
patients with anxiety or other neuropsychiatric disorders
and investigate the relationship between vitamin C
supplementation, oxidative stress and antioxidants in the
treatment of these conditions. The supplemental intake of
nutrients such as vitamin C is likely to have an impact on
eating habits for prolonged periods, with the intensity of
the effect bemng modulated by the frequency and different
degrees of promoting health, mood and well-being, as well
as controlling anxiety levels of individuals differentially.

CONCLUSION

This study not only adds to the evidence that vitamin
C plays an important therapeutic role on anxiety but also
points to the possible use of antioxidants in the
prevention and reduction of anxiety levels. The authors
recommend the implementation of nutritional programs in
high schools that mclude healthy foods rich in
micronutrients such as the antioxidant, vitamin C. It is also
recommend the use of vitamin C as an adjunct treatment
for anxiety and for improving academic performance
among students. In conclusion, this study suggests that
a diet rich in vitamin C can help to reduce anxiety levels
and possibly increase academic performance among
anxious students.
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