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RESUMO 

A hipóxia-isquemia neonatal (111) é quadro nosológico que faz parte da etiologia de 
diversas patologias neurológicas e causa de graves sequelas. Os mecanismos patofisiológicos 
dessa lesão começam com o insulto imediato após a HI e se estendem por dias ou semanas, 
sendo a resposta inflamatória parte importante no processo de lesão. A acetilcolina é um 
importante neurotransmissor no sistema nervoso central (SNC) e parece ter uma importante 
ação neuroprotetora após a HI, uma vez que seu agonista carbacol provoca redução do volume 
da lesão, enquanto seus antagonistas a potencializam. A Huperzia quadrifariata é uma planta 
nativa do Rio Gnm.de do Sul e seu extrato parece ter propriedades de inibição da enzima 
acetilcolinesterase (AchE). lnibidores da AchE vêm sendo usados para o tratamento de 
distúrbios neurológicos e sua ação positiva sobre a inibição da resposta inflamatória já foi 
demonstrada em uma planta chinesa de mesmo gênero, a Huperzia serrata. 

Para testar os efeitos do extrato de Huperzia quadrifariata na HI perinata~ ratos 
Wistar no 7° dia de vida pós-natal (DPN7) foram submetidos à combinação da oclusão 
unilateral da artéria carótida direita e exposição a uma atmosfera hipóxica (8% de 02) durante 
60 minutos. Os animais foram divididos em 7 grupos: 3 grupos de controle cirúrgico (Sham, 
Sham+Vefculo, Sham+Extrato); e 4 grupos lesão (HI, HI+Vefculo, HI+Extrato e 
HI+Fisostigmina). Entre DPN7 e DPNlO foram aplicadas injeções intraperitoneais de salina 
nos grupos Sham e HI, de veículo, dimetilsulfóxido (DMSO) 20%, nos grupos +Veículo, de 
extrato (10 mglkg dissolvidos em uma solução de DMSO 20%) nos grupos +Extrato e de 
fisostigmina (0,2 mglkg dissolvidos em salina) no grupo HI+Fisostigmina. 

No DPNll, 24 horas após a última dose, parâmetros do desenvolvimento sensório­
motor foram testados nos reflexos de endireitamento, geotaxia negativa e reconhecimento 
olfatório. A partir do DPN30 foram realizados testes cognitivos, utilizando o labirinto 
aquático de Morris e esquiva inibitória, e motor (teste do cilindro). Os animais do grupo 
HI+Extrato tiveram desempenho significativamente melhor comparado aos demais grupos HI 
nas tarefas cognitivas, evidenciando uma proteção funcional ao insulto Hl. No DPN45, os 
animais foram sacrificados e as amostras coletadas para as análises bioquúnicas e 
histológicas. A atividade da BuchE (enzima responsável pela degradação da AchE -medida 
indireta da presença de acetilcolina) no soro revelou que a lesão reduz a atividade dessa 
enzima e esse efeito é revertido pelo extrato. A análise de parâmetros do estresse oxidativo 
no baço evidenciou um aumento deles nos animais HI, e tal aumento foi revertido pela 
administração do extrato. A análise da área da lesão mostrou a propriedade neuroprotetora 
morfológica do extrato sobre a área hemisférica total e hipocampal. A partir destes resultados 
é possível observar, sob diferentes parâmetros, a ação benéfica desse extrato sobre a HI 
neonatal representando uma interessante e pouco estudada abordagem terapêutica no 
tratamento dessa patologia. 

Palavras-chave: Hipóxia-isquemia (HI), Huperzia quadrifariata, acetilcolina (Ach), 
inflamação, neuroproteção e memória. 

7 



l.INTRODUÇÃO 

1.1 Hipóxia-isquemia neonatal (HI) 

A HI é uma importante causa de dano encefálico ocorrido durante o desenvolvimento 

de recém-nascidos. Ela pode levar a óbito ou gerar incapacidade neurológica em variados 

graus que vão desde comprometimentos leves (como alterações do tônus muscular) a danos 

cognitivos severos (como os observados nos casos graves de paralisia cerebral) (V olpe, 2008). 

A HI é considerada uma das principais etiologias de paralisia cerebral, epilepsia, autismo, 

déficit de atenção e dos transtornos de aprendizagem, além de acarretar deficiências 

cognitivas e intelectuais nos individuos acometidos (V olpe, 2009; Huang et al, 2009). 

Disfunções circulatórias e/ou complicações obstétricas como a hipóxia materna, o 

descolamento prematuro da placenta e a compressão do cordão umbilical podem interferir na 

transferência de substratos e levar à asfixia fetal, causando a hipóxia-isquemia neonatal 

(Volpe, 2009; Ferriero, 2004; Jensen, 2005; Berger & Garnier, 1999). Complicações 

sistêmicas da asfixia neonatal freqüentemente ocorrem e incluem alterações cardiovasculares, 

respiratórias, metabólicas e renais, sendo, no entanto, o SNC a estrutura mais comprometida 

(Vanucci & Perlman, 1997). 

O modelo experimental de hipóxia-isquemia perinatal desenvolvido em roedores, 

combina a ligação unilateral de uma das artérias carótidas comuns à posterior exposição dos 

animais a um período variável de hipóxia, visando mimetizar a combinação de hipoxemia e 

isquemia encontrada em neonatos humanos após um quadro de asfixia (Rice et al, 1981). A 

soma da isquemia com a hipóxia causa danos localizados predominantemente no hemisfério 

ipsilateral à carótida ocluída, sendo o hemisfério contralateral afetado em menor grau ou 

mesmo não afetado morfologicamente (Rice et al, 1981; Jansen & Low, 1996). O modelo de 

HI perinatal é realizado no sétimo dia após o nascimento e causa lesões no córtex cerebral, 
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substância branca periventricular e subcortical, estriado (núcleos da base) e hipocampo 

(Arteni et ai., 2010; Pereira et ai., 2007; Hossain, 2005; Vanucci & Vanucc~ 2005). Dados 

prévios de nosso grupo evidenciam que lesões em tais estruturas após a HI causam danos 

bioquímicos tais como aumento da formação de espécies reativas de oxigênio e diminuição 

das defesas antioxidantes (Dafre et ai. 2003). Essa lesão causa também danos histológicos em 

regiões responsáveis por controlar diversos processos cognitivos como de memória espacial, 

aversiva e de trabalho (Arteni et ai., 2010; Pereira et ai., 2007). 

A HI é decorrente de uma diminuição da oferta de oxigênio e glicose aos tecidos. 

Inicialmente ocorre uma hipoxemia seguida de acidemia, o que por sua vez, gera perturbações 

nos fatores que regulam a circulação fetal provocando hipotensão e consequente isquemia. 

(Berger & Garnier, 1999; Engidawork et ai., 1997). O dano cerebral causado pela hipóxia­

isquemia é um processo evolutivo, que se inicia durante o insulto e estende-se no período de 

recuperação após a ressuscitação (lesão por reperfusão ). Com a diminuição do fluxo 

sanguíneo, a atividade neuronal é imediatamente afetada e conforme o dano isquêmico 

progride, a atividade metabólica necessária para a manutenção da integridade funcional das 

células nervosas diminui (Hossmann, 1998). Este processo pode levar a um dano encefálico 

através da ativação de mecanismos excitotóxicos e apoptóticos, causadores de dano e morte 

celular (Portera-Cailliau et ai., 1997; Barks & Silverstein, 1992). 

O déficit energético decorrente da HI leva a uma alteração no metabolismo celular, 

com excessiva liberação de neurotransmissores excitatórios (ocasionando excitotoxicidade 

glutarnatérgica) e aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio. Como a falência 

energética altera o funcionamento das enzimas antioxidantes, ocorrendo o que se denomina 

estresse oxidativo. 

Na fase de isquemia ocorre inibição da fosfurilação oxidativa mitocondrial e à queda 

da produção de trifosfato de adenosina (ATP) devido à falta de aporte sanguíneo provocando 
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falência nos mecanismos de manutenção dos potenciais da membrana (Erecinska et al, 1994). 

Como a glicólise anaeróbica é insuficiente para manter a produção de ATP, não há energia 

para manter as funções cerebrais, ocorrendo desativação das bombas iônicas, despolarização 

das membranas e abertura dos canais iônicos dependentes de voltagem (Dugan et al., 1999). 

Mecanismos celulares responsáveis pela lesão hipóxico-isquêmica também envolvem a 

ativação de caspases (em particular a caspase-3), uma família de enzimas ativadas durante o 

episódio hipóxico e que atua dando inicio e executando a apoptose neuronal (Rossiter et al., 

2002; Low et al., 2002). O dano celular pode ser agravado pela ativação (em resposta ao dano 

inicial) de citocinas e consequente infiltração e ativação de células inflamatórias (McLean et 

al., 2004; Mishra et al., 1999). 

É bem descrito na literatura que eventos que provocam estresse ao sistema nervoso, 

assim como a HI, causam uma alteração na atividade do sistema imune (Neveu et al., 2008). 

A ativação da resposta imune é um dos fatores mais importantes que determinam a gravidade 

de lesões, sendo mais severas as sequelas quanto maior for a resposta imune (Jin et al., 2009). 

A resposta imune no sistema nervoso central é mediada principalmente por células 

gliais, como astrócitos e microglia, atuando como sensores intrínsecos, reagindo a insultos de 

forma rápida e efetiva, principalmente pela liberação de citocinas e quimiocinas 

prointlamatórias (Figura 1) (Zhao et al., 2013). Altos níveis dessas citocinas e quimiocinas 

provocam uma mobilização de células do sistema imune em todo o organismo, principalmente 

no baço, como células Te NK ocasionando aumento da morte de células nervosas (Fathali et 

al., 2013). 
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Lesão c~rPbral 
pe-rinatal 

Lesão cPrebral 
neonatal 

Figura 1. Mecaniamas fisio16p:m r8"Md""flfl da ledo m (adaptado de 2bao et al.., 2013). 

1.21Dibiçlo da autikoUneaterue e lnflam•çlo 

Neurônios da via oolinérgiça estilo amplamente distribuídos pelo sistema nervoso e 

possuem co~q~rovada importância em diversas fimções centrais, tais como: ap.reDdizado e 

memória, controle motor, conlrole do fluxo sangufneo ence:fllico e na regulação de 

çresoiJnento e diferenciação de neurônios no sistema nervoso ceotnl (Wang et al., 2010; 

Okada et al., 2013) 

A acetilcolina (Ach) possui uma importante funçlo na :regulaçlo da ativaçlo do 

sistema imune utilmmdo a via colinérgica antiinflamatória (Kumma et a1. 2010). Essa via se 

utiliza do navo vago e inerva diversas estruturas imunes importantes, como o baço. Este, 

quando estimulado pelo nervo vago, através do gingtio esplênico com sinatizaçlo colinérgica, 
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provoca liberação de noradrenalina pelo nervo esplênioo. Algumas das células T presentes no 

baço podem sintetizar e hberar Ach quando estimuladas pela noradrena.lina. A Ach h'berada 

liga-se a receptores niootfnicos allà-7 presentes em células imunes como mastócitos e 

mic:roglia. Uma vez que a .Ach liga-se a esse receptor, a adenilato cü:lase 6 ativada produzindo 

AMP çWlico, esse ativa cinases que irlo ativar o tàtor de trancriçlo CREB que transçreverá 

proteÚiaB que vão inibir a sftese de citocinas, como o TNF-allà (ADdersson et al, 2012; 

Tracey et al, 2002). Um resumo do wx·uismo de imbiçlo está ilustrado na Figura 2. 

J.llpra 2. Funcionamcoto da via eolinifsica 3DiiDilamat6ria (adaptado de Andcnon et 11., 2012). 
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Uma enzima de grande importância no sistema colinérgico é a acetilcolinesterase 

(AchE), que hidrolisa a Ach ocasionando sua inativação, e controla a transmissão colinérgica 

regulando a concentração deste neurotransmissor (Soreq et al., 2001). Inibidores de AchE são 

usados no tratamento de doenças neurodegenerativas, tais como a doença de Alzheimer 

(Schwarz et al., 2012). Inibidores dessa enzima, como a Huperzina A (substância extraída da 

planta chinesa Huperzia serrata) também reduzem significativamente a resposta imune, 

inibindo a ativação de astrócitos e células microgliais, além de suprimir a secreção de TNF­

alfa e reduzir a fosforilação das MAPKs no modelo de oclusão de dois vasos (2VO) (Wang et 

al., 2010) e atenuam os déficits cognitivos e a lesão encefálica após a m (Wang et al., 2002). 

Kutsuna e colaboradores em 2010 demonstraram que a fisostigrnina (conhecido 

inibidor da AchE) reduziu o estresse oxidativo, a inflamação e o dano nas células endoteliais 

no encéfalo de ratos submetidos a um modelo de isquemia/reperfusão. Neste sentido, no 

modelo de hipóxia-isquemia neonatal já foi demonstrado que agonistas da ACh reduzem 

significativamente o volume da lesão, além de reduzir o acúmulo de células microgliais no 

local (Furakawa et al., 2011), da mesma forma que antagonistas da ACh aumentam a lesão 

causada pela HI (Furakawa et al., 2013). 

Logo após a m os níveis de AchE apresentam uma pequena redução, porém 72 horas 

pós-lesão há um grande aumento na expressão dessa enzima, retornando a níveis basais dentro 

de 8 dias (Pimentel et al. 2013). Esse aumento na expressão de AchE levaria a uma redução 

nos níveis de Ach, inibindo o sistema colinérgico anti-inflamatório o que aumentaria a 

resposta imune. 

Konrath e colaboradores (2012) realizaram testes in vivo com extratos de plantas 

nativas do RS que demonstraram ser inibidoras da AchE. Nesse estudo, foi o extrato de 

alcalóides da planta Huperzia quadrifariata mostrou ser um potente inibidor dessa enzima, 

inibindo em 50% da atividade da AchE no córtex e em aproximadamente 30% no hipocampo. 
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Esse extrato, embora obtido de uma planta pertencente ao mesmo gênero da qual se obtém a 

Huperzina A, não possui essa substância, o que sugere que outros alcalóides produzem o 

efeito inibidor da AchE (Konrath et ai., 2013). 

Tendo em vista o potencial neuroprotetor dos inibidores da AchE sobre lesões no 

sistema nervoso central, hipotetizamos que o extrato da Huperzia quadrifariata seja capaz de 

promover neuroproteção após a lesão hipóxico-isquêmica reduzindo os déficits cognitivo­

motores e o dano histológico causados pela Hl. 

14 



2.0BJETIVOS 

2.1Geral 

Avaliar os efeitos do extrato de Huperzia quadrifariata no modelo experimental de HI 

perinatal em ratos sobre parâmetros bioquímicos, comportamentais e histológicos. 

2.2 Específicos 

I) Avaliar o desenvolvimento sensório-motor através dos testes de geotaxia negativa, 

endireitamento e reconhecimento olfatório aos 11 dias de vida (DPNll ). A partir dos 

30 dias, o défcit motor foi analisado pelo teste do cilindro, a memória espacial pelo 

labirinto aquático de Morris e a memória aversiva através do teste da esquiva 

inibitória. 

2) Ao final dos testes comportamentais (DPN45), avaliar o efeito neuroprotetor do 

extrato sobre a área da lesão HI através da técnica de hematoxilina-eosina no encéfalo 

dos animais. 

3) Avaliar a atividade da butirilcolinaesterase (BuChE) no soro e parâmetros de estresse 

oxidativo (formação de espécies reativas de oxigênio e atividade das enzimas anti­

oxidantes SOD e CAT) no baço aos 45 dias de vida. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Foram utilizadas 6 ratas iemeas Wistar prenhas de cujas ninhadas foram obtidos os 

animais a serem utilizados no experimento. As ratas-mães tinham idade superior a 90 dias e 

foram obtidas no Biotério Setorial do Departamento de Bioquímica, da Universidade Federal 

do Rio Grande do Su~ Porto Alegre, RS. As remeas foram mantidas em caixas isoladas (a 

partir do 19° dia gestacional) até o momento do parto. As proles de ambos os sexos destas 

iemeas foram utilizadas em número máximo de 12 por ninhada (procedimento realizado no 

DPN1 ). Os animais excedentes foram separados das ninhadas, anestesiados com halotano e 

decapitados. O desmame dos animais foi realizado aos 21 dias e os animais foram divididos 

de acordo com o sexo e mantidos em um número de 4 a 5 animais por caixa. Todos os 

animais foram mantidos em ciclos claro e escuro de 12h em salas climatizadas (± 22°C) no 

Biotério Setorial do Departamento de Bioquímica da UFRGS com alimentação e água ad 

libitum durante todas as etapas do projeto. Os procedimentos foram realizados de acordo com 

Principies of Laboratory Animal Care (Nlli publication 85-23, 1985), com aprovação n° 

25807 do Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) desta Universidade. 

3.2 Modelo Experimental 

Os animais foram divididos em 7 grupos: 3 grupos controle cirúrgico (Sham (n=5), 

Sham+Veículo (n=5), Sham+Extrato (n=5)) e 4 grupos com lesão, HI (n=8), 

ID+Veículo(n=11), ID+Extrato (n=10) e HI+Fisostigmina (n=6). Entre o DPN7 e 10 foram 

aplicadas injeções intraperitoneais (i.p) de salina para os grupos Sham e m, de veículo, 

dimetilsulfóxido (DMSO) 20%, nos grupos +Veículo, de extrato no grupo HI+Extrato e de 

Fisostigmina no grupo HI+Fisostigmina. 
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3.3 D"""ho Es:perlmmtal 

Ap6s a realizaçio da HI (DPN7) os animais foram pesados e tratados di.ariamento até 

DPNll. Neste dia furam mlliudoa testes para detectar alleraçaes &eD86rio-motoraa cBDHdas 

pela HI. A partir do DPN30 furam realizados os testes do cilindro, do lalririJJto aquático de 

Morrit e da esquiva inibitória. No DPN4S (após os teBtes COJqlortamcntait), os ardmais foram 

anesteaiados com halotano e tiwram amostras &BDgUfneaa coletadaa (C011espondeates a 6% do 

peso cmpoml de cada 3Jiimal) por JRD1Çio cardíaca para testar a atividade da mzima 

butirikolinesterase 110 soro e softeram euta!Wia a fim de coletar amostras para a análise 

histol6gica da área da 1eslo enc:efálica. 

I o I ' DPN O 7 10 11 30 

Evento 

O Nascimento dos animais. 

7 Cirurgia. 

7-10 Injeções (l h, 24h, 48h e 72h depois da cirurgia). 

11 Testes de desenvolvimento sensório-motor. 

30-45 Testes cognitivos e motores. 

45 Coleta de amostras para análises histológicas e 
bioquímicas. 

' 
) 

45 

l1pra 1. Bsquema do du c'2o ~ illcticando 01 cliaa contados ap6s o nascimmto (DPNO) o os 
prooedimentot a acnm rewlin&.. 
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3.3.1 Hipóxia-isquemia 

Aos 7 dias de vida (DPN7), os animais foram anestesiados com halotano 4% e 

submetidos ao procedimento cirúrgico de oclusão carotidea, com duração máxima de 10 

minutos por animal. O animal foi anestesiado e posicionado em decúbito dorsal. O 

procedimento se iniciou através de uma incisão na linha média da face anterior da região 

cervical, sendo então a artéria carótida comum direita identificada, isolada das estruturas 

adjacentes e ocluída com fio cirúrgico de seda 4.0 (isquemia). Os animais receberam 

aplicação tópica de lidocaína 10% (Xilocaina~ após a oclusão da carótida. Os animais do 

grupo Sham (controle cirúrgico) foram anestesiados, foi feita a incisão tiveram a carótida 

exposta, porém sem oclusão e não sofreram hipóxia. Ao final deste procedimento, os animais 

permaneceram aquecidos durante um período de recuperação de 15 minutos antes de serem 

devolvidos às caixas moradia, onde permaneceram por um intervalo de 2 horas junto às mães. 

Por fim, foram gentilmente colocados em uma câmara (1500 ml) e expostos a uma atmosfera 

hipóxica (8% de oxigênio e 92% de nitrogênio, com fluxo de 5 L/min.) durante 60 minutos 

em grupos de quatro a seis animais. A câmara de hipóxia permanece parcialmente submersa 

em banho-maria a 37°C afunde manter a temperatura corporal dos ratos lactentes dentro dos 

limites fisiológicos. Ao final da hipóxia, os animais são retirados da câmara, permanecendo 

durante 15 minutos sob aquecimento para recuperação e posteriormente devolvidos à caixa de 

origem junto às mães (Arteni et al., 2003). 

3.3.2 Administração das substâncias 

O extrato de alcalóides da Huperzia quadrifariata utilizado nesse trabalho foi cedido 

pelo professor Eduardo Konrath (Faculdade de Farmácia, Universidade Federal do Rio 
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Grande do Sul), sendo a obtenção e caracterização descritas pelo mesmo (Konrath et al. 

2012). Os fármacos foram administrados por injeções i.p em 4 tempos distintos: Ih, 24h, 48h 

e 72h após a Hl. O extrato foi administrado na dose de lOmg/kg dissolvido em uma solução 

de dimetilsulfóxido (DMSO) 20% (Konrath et al., 2012) nos grupos Sham+Extrato e 

ill+Extrato. O veículo (DMSO) 20% foi administrado da mesma forma nos grupos 

Sham+Veículo e HI+Veículo. A fisostigmina (0,2 mg/kg) foi dissolvida em solução salina e 

administrada no grupo ID+Fisostigmina. Nos grupos Sham e HI foi feita a injeção de solução 

salina. 

O extrato foi obtido das partes aéreas da planta após terem sido moídas e ressecadas. A 

parte remanescente do material foi extraída com etano! pelo mesmo procedimento, até o 

fluído ficar negativo ao reagente de Dragendorff. Os extratos de etano! foram concentrados 

por vácuo; os resíduos secos foram suspensos em uma solução 5% de HCl e lavados com 

CHzCh. As camadas aquosas obtidas foram basificadas com NH40H (pH11) e particionadas 

com CHzCh, formando, depois de filtragem com NazS04, um extrato cru de alcalóides. Após 

isso, o extrato foi submetido à análise de espectroscopia de massa utilizando o aparelho 

Perkin-Elmer Qmass-910 com colunas capilarizadas SE 30 de 30m de comprimento para 

verificar a composição química. O volume de injeção foi de 0,5 iJl utilizando He como 

carreador, com taxa de fluxo de 1 ml/min. O programa de temperatura foi: 140"C (3 min), 

140--250 "C at 5"C/min, 250"C (5 min), 250-280"C at 5"C/min, 280"C (5 min). As 

temperaturas do injetor, interface e fonte foram de: 300, 280 e 280"C respectivamente. A 

energia de ionização foi de 70 eV e a identificação dos a1calóides individuais foi feita pela 

comparação dos padrões de quebra encontrados na literatura e pelo banco de dados de 

alcalóides isolados de Lycopodium próprio (MacLean 1963; Alam et al. 1964; Sun et ai. 

1993; Ortega et al. 2004). 

19 



3.4 Desenvolvimento sensório-motor 

3.4.1 Geotaxia Negativa: O animal foi submetido a um plano inclinado 30" com relação ao 

solo a fuce virada em direção a ele. A reação esperada é que o animal adote uma posição 

contrária, ou seja, vire-se 180" e adote a direção cefálica contrária ao solo. Mede-se a latência 

deste comportamento num tempo máximo de 60 segundos (Kunko et al., 1996). 

3.4.2 Reflexo de Endireitamento Postural: O animal é colocado em decúbito ventral em 

uma superfície, onde logo após, sua cauda é torcida pra que ele assuma a posição de decúbito 

dorsal. É medida a latência do animal para voltar à postura original, sendo estabelecido um 

tempo máximo de 15 segundos (Sanches et al., 2012; Kunko et al., 1996). 

3.4.3 Teste Olfatório: O teste é realizado em uma caixa acrílica retangular transparente, onde 

em um dos lados há maravalha da caixa-moradia e do outro, maravalha limpa. O teste visa 

avaliar a capacidade do animal em identificar, pela olfação a maravalha da sua caixa-moradia. 

O tempo máximo destinado ao teste foi de 180 segundos (Favero et al., 2006). 

3.4.4 Teste do cilindro: Após o DPN30 os animais foram colocados no interior de um 

cilindro de plexiglass (20 em de diâmetro x 40 em de altura) sitoado sobre uma mesa de vidro 

e filmados pelo ângulo inferior com um espelho angulado que permita a visão das suas 4 

patas. A atividade espontânea de contatos com as patas dianteiras na parede do cilindro foram 

gravadas durante 4 minutos e o número de toques com as patas representado pela fórmula 

((número de contatos ipsilateral à lesão/número total de toques) x 100) (Sanches et al., 

2013b). 
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3.5 Testes Cognitivos 

Para avaliar a capacidade cognitiva dos animais os seguintes testes foram realizados: 

3.5.1 Labirinto Aquático de Morris 

A parir dos 30 dias de vida foi avaliada a memória espacial dos animais utilizando-se o 

labirinto aquático de Morris. O labirinto consiste de um tanque circular de 200cm de 

diâmetro, sendo 40cm de profundidade cobertos por água (temperatura de ± 23"C), situada em 

uma sala contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. Urna plataforma com lOcm de 

diâmetro encontra-se submersa 2cm abaixo da superficie da água. Esta piscina é dividida, 

virtualmente, em 4 quadrantes e possui 4 pontos de partida para o teste, designados corno N 

(norte), S (sul), L (leste) e O (oeste). 

Para a avaliação da memória, foram utilizados 2 protocolos distintos, descritos abaixo: 

3.5.1.1 Protocolo de Memória de Referência 

Neste protocolo, a posição da plataforma permanece no mesmo local durante todo o 

período de treino. Os animais realizaram 4 "trials" por dia, durante 5 dias consecutivos. Vinte 

e quatro horas após a fase de treino será realizado o teste, em uma sessão de 60 segundos sem 

a plataforma, para avaliar a memória de longa duração para a posição da platafOrma. No dia 

do teste (probe trial) os animais são colocados individualmente no labirinto em um mesmo 

ponto, o mais longe possível da posição da plataforma. Foram analisados: Curva de 

aprendizado e tempo de latência para encontrar a plataforma no dia do teste (Sanches et al., 

2013a). Os animais foram filmados e os dados registrados pelo software ANY -MAZE. 

3.5.1.2 Protocolo de Memória de Trabalho 

Neste protocolo, foram realizadas 4 sessões por dia, com 5 minutos de intervalo entre 

elas, com uma diferente posição da plataforma durante os 4 dias. A memória de trabalho foi 
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avaliada pela diferença das latências de cada animal entre os dois primeiros trials nos quatro 

dias (Sanches et ai., 2013a; Arteni et ai., 2010). 

3.5.3 Esquiva Inibitória 

Os animais foram submetidos a uma caixa onde há uma plataforma elevada e outra 

região onde há grades de barras de bronze que permitem a aplicação de um choque elétrico 

(50x25x25)cm. O animal é gentilmente colocado na plataforma e, ao descer dela e encostar as 

4 patas na grade, o animal recebeu um choque de 0,5 mA/2s. A latência de descida da 

plataforma foi anotada na sessão de treino. Após 3h (memória de curta duração) e 24 horas 

(longa duração), a reteução foi avaliada, em que a latência de descida da plataforma foi 

tomada como indice de memória (Sanches et ai., 2013b). O tempo limite do teste para descida 

da plataforma foi de 180 segundos. 

3.6 Análises bioquímicas 

Para a realização das análises bioquímicas (aos 45 dias), os amma1s foram 

anestesiados e as amostras sangumeas coletadas e armazenadas em eppendorfs a -80°C até a 

análise. 

3.6.1 Atividade da butirilcolinesterase 

A butirilcolinesterase (BuChE) cataliza a hidrólise de Ach, sendo importante na 

regulação do sistema colinérgico. A atividade dessa enzima é um indicativo do funcionamento 

do sistema colinérgico. O sangue foi coletado por punção cardíaca após anestesia por inalação 

de halotano. Após a retirada, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm a 4°C por 10 

minutos para a obtenção do soro. Para determinar a taxa de hidrólise pela BuChE no plasma 

foi utilizado o método descrito por Ellman e colaboradores (1961). Essa taxa é medida numa 
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solução contendo 0;8mM de acetiltioclonia em 1 mL de solução com lOOmM de tampão de 

fosfato de potássio pH 7;5 e 1mM de ácido 2-nitrobenzóico (DTNB). 50 J!l de plasma são 

adicionados à mistura e pré-incubados por 3 minutos. A hidrólise é medida pela formação do 

diânion de tiolato (DTNB) a 412nm por 2 minutos a 25°C. A atividade especifica da enzima 

está expressa em mmol de acetilcolina hidrolizada por hora por miligrama de proteína (Ribas 

et ai.; 2012). 

3.6.2 Parimetros de estresse oxidativo no baço 

O baço foi homogeneizado: (1:10; p/v) em 20 mM PBS; pH 7.4 contendo 140 mM 

KCI. Após; o material foi centrifugado a 800xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi 

novamente diluído no mesmo tampão e estocado até as análises bioquímicas. 

3.6.2.1 Medida da oxidação da 2'7'dicloroftuoresceina (DCF) 

A produção de espécies reativas de oxigênio foi realizada de acordo com Lebel e 

colaboradores (1990). O método se baseia na oxidação da 2'7' -diclorofluoresceína (H2DCF). 

60 ~ da amostra foram incubados em uma solução contendo 240 ~ de 100 J.1M 2'7'­

diacetato de diclorofluorsceína (H2DCF-DA) por 30 minutos a 37 oc no escuro em uma placa 

de 96 poços. O HzDCF-DA é clivado por esterases celulares e o HzDCF resultante é por vezes 

oxidada por espécies reativas de oxigênio presentes nas amostras. A última reação produz um 

composto fluorescente que é medido a 488 nm de excitação e 525 nm de emissão; sendo os 

resultados expressos como nmol DCF/mg de proteína. A curva de calibração foi realizada 

com DCF purificado como padrão. 
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3.6.2.2 Medida da Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi medida usando o leitor de microplacas SpectraMax M5/M5 

(Molecular Devicest MDS Analytical Technologiest Sunnyvalet California, USA). Esse 

método de análise da atividade da SOD é baseado na capacidade do pirogalol se auto-oxidart 

um processo altamente dependente de superóxidot que é substrato para a SOD. A inibição da 

auto-oxidação desse composto ocorre na presença da SODt cuja atividade pode ser medida 

indiretamente a 420 ~ usando espectrofotômetro de dupla emissão à temperatura ambiente 

(Marklund, 1985). A curva de calibração foi realizada com SOD purificada como padrão, a 

flm de calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Uma inibição de 50% da auo­

oxidação do pirogalol é deflnida como uma (01) unidade de SOD e a atividade específica está 

representada como unidades/mg de proteína. 

3.6.2.3 Medida da Catalase (CAT) 

A atividade da CAT foi medida usando leitor de microplacas SpectraMax MS/MS 

(Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, Califomia, USA). O método 

usado é baseado no consumo do peróxido de hidrogênio (HzOz) a 240 nm em um meio de 

reação contendo 20 mM de HzOz, 0.1% de Triton X-100, 10 mM de PBS pH 7,0, e entre Ot1-

0,3 mg de proteína/mL (Aeb~ 1984). Uma (01) unidade de CAT é deflnida como um mmo1 

de peróxido de hidrogênio consumido por minuto e a atividade específica é calculada como 

unidades/mg de proteína. 

3.6 Análise histológica 

Após os testes comportamentaist os animais foram anestesiado& com uma dose letal de 

tiopental sódico na dose de 1 OOmg/kg de massa corporal por via intraperitoneal, submetidos à 
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perfusão transcardíaca com solução salina (0,9%) seguida de uma solução de paraformaldeído 

(4%). Os encéfalos furam removidos, pesados e mantidos na mesma solução de 

paraformaldeído por 4 horas. Após, foram crioprotegidos com soluções de concentrações 

crescentes de sacarose 15% e 30%. A análise da área foi realizada no Bregma -3,80 mm, onde 

foram medidas as áreas do hemisfério total, estriado e hipocampo ipsi e contralaterais à lesão. 

As imagens das áreas foram capturadas com uma câmera de vídeo acoplada a um microscópio 

(Nikon) utilizando-se o software Image-J. 

3. 7 Análise Estatística 

Foi verificada a normalidade dos resultados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para 

fms estatísticos, nos testes comportamentais, os animais dos grupos Sham, Sham+Extrato e 

Sham+Veículo foram analisados conjuntamente, uma vez que não apresentaram diferenças 

estatísticas significativas nos testes realizados. Os dados paramétricos foram submetidos à 

análise de variância (ANOV A) seguido do post hoc de Duncan para múltiplas comparações. 

Quando necessário (memória de trabalho no labirinto aquático de Morris e análise histológica, 

foi usado teste t pareado ). Os dados não-paramétricos foram analisados pelo teste de 

Kruskall-Wallis seguido peloso teste U de Marm-Whitney e/ou de Wilcoxon. A significâmcia 

aceita foi de p<0,05 e os testes foram realizados utilizando o programa SPSS versão 19.0. 
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4.RESULTADOS 

4.1 Pesos 

A ANOV A de medidas repetidas das pesagens feitas diariamente a partir do dia da HI 

(entre os DPN7 e 11) revelou uma interaçlo entre o ganho de peso dos anima;s dos dibnte& 

grupos e os dias das peaagens (F(4,SSF3,98, p<O,OS). Foram realiudas ANOV AB pera cada 

um dos dias, onde cli&renças Bignlfü:ati.vu furam eDContradas no DPN10 (F(4,S9)=4,S4, 

p<O,OS) e PNDll (F(4,S4)=4,83, p<O,OS) oDde o grupo Hl+emato teve um g8Dho de peso 

inferior comparado aos demais grupos (Figura 4). No =tanto, esse efeito Dlo se manteve após 

cessar a clministtação do exllato no DPN4S, 1lio havendo diferenya significativa entre o peso 

corporal dos animais nos diferentes grupos (Figura S). 
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Não houve diferença significativa entre o peso corporal total e encefálico dos animais 

aos 45 dias. Já o peso do baço se mostrou reduzido nos animais dos grupos m (F(4,49)=2,60 

p<0,05) (Figura Se). 
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Figura 5. Peso corporal (a), do baço (b) e do encéfillo (c) dos animais aos 45 dias de vida. Os dados estão 
expressos como média ::I:EP do peso (g). JF7-13 animais por grupo. *Diferente dos grupos m. 

4.2 Desenvolvimeoto seosório-motor 

No teste do endireitamento a ANOV A evidenciou que os ammaJS do grupo 

lll+Fisostigmina em apresentaram um desempenho pior na tarefa comparado aos demais 

grupos (F(4,58)=2,91, p<0,05) (Figura 6b). Os animais do grupo ID+Extrato novamente 

tiveram latências similares aos do grupo Sbam comparados aos demais grupos m, mostrando 

o efeito protetor do extrato sob o déficit motor na tarefa causado pela m. Não foram 
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encontradas diferenças significativas entre os grupos nos testes de geotaxia negativa (Figura 

6a) e reconhecimento olfatório (Figura 6c ). 
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Figura 6. Desenvolvimento sensório-motor. Os dados estão expressos como média ±.EP do tempo para realizar 
os testes de (a) Geotaxia Negativa, (b) Endireitamento, (c) &conhecimento olJàtório. n=7-13 animais por 
grupo. *Diferente do Sham, (p<O,OS). 

4.3 Teste do Cilindro 

Após o PND30, a comparação entre o percentual de toques com as patas dianteiras 

ipsilaterais e contralaterais à lesão não evidenciou diferenças significativas entre os grupos 

experimentais como esperado nos grupos m, havendo apenas uma tendência (p=0,06) do 

grupo ID+Fisostigmina a usar com maior frequência a pata contralateral à lesão (Figura 7). 
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treiD.Imcnto e os grupos eçerimcDtaiB, em que o grupo Sham fui cliferalte doa grupoa HL O 

grupo W+Extlato di&riu cloa demais grupos m e elo Sham (F(4,45}'?,07, p<O,OS). No 

primeiro dia de l1dDO lllo holMl difemlças sipificativu emre os grupos. No dia 2 elo l1dDO 

a ANOVA revelou que a grupo Sbam tbi difimmte dos ümais grupos, cm:eto clo grupo 111 

(F(4,49)'-4,90, p<O,OS). No dia 3 a ANOVA mosl1uu que o grupo Sham foi dUm:n1e de todos 

os grapoa exceto do grupo W+Elárato (F(4,49)-S,71, p<O,OS). Este efeito~ 11.0 dia 

4, ollllc o grupo W+Bmato tew deecmpt:llho igualao grupo Sham e difereme cloe grupos m 

e HI+Ve!çulo (F(4,49)=7,98, p<O,OS). No dia 5 a ANOVA evidcaciou que o grupo Sham tbi 

dife.ttlllttJ de toclos os srupoa eXIlllto do grupo W+Bxtn!D (F(4,49)"t'í,IO, p<O,OS) (Figura Ba). 
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No dia do teste (probe trial) os grupos HI tiveram desempenho inferior ao dos grupos 

Sham e HI+Extrato, apresentando maiores latências para alcançar a zona da plataforma 

(F(4,49)=3,82, p<0,05) (Figura 8b). 

Memória de Referência 

_,_HI+Ext 

M1 M2 M3 M4 MS 

lb) 

~ 60 

e a so 

~ 
! 40 

~ 
:0 

3 30 

c 
~ 

; 20 
Q. 

8. 
E 10 

~ 

Shem 

ProbeTrial 

HI HI+Veic HI+Fi5o Hl+~t 

Figura 8. Labirinto aquático de Morris. Memória de Referência. (a) Latência para encontrar a plataforma nas 

sessões de treino. 'Diferença do Sham para os demais grupos, exceto HI+Extrato. fniferença do grupo 
HI+Extrato para os demais grupos HI. (b) Latência para alcançar a zona da plataforma no dia do teste (probe 
trial). •Diferentes dos grupos Sham e HI+Extrato. Os dados estão expressos como média ±EP. N=7-13 animais 
por grupo. (p<0,05). 

4.4.2 Labrinto Aquático de Morris: memória de trabalho 

No protocolo de memória de trabalho o trial !(aquisição) não evidenciou diferenças 

entre os grupos após a ANOV A No trial2 (índice de retenção) o grupo HI teve desempenho 

significativamente pior comparado ao grupo Sham (F(4,49)=3,57, p<0,05). Quando analisada 

a diferença entre os trials 1 e 2 usando o teste t-pareado, apenas o grupo HI não demonstrou 

ter aprendido a tarefa, mantendo o tempo de latência similar entre os trials 1 e 2. Os demais 

grupos, Sham (t=4,02; p<0,05), HI+Vefculo (t=2,77; p<0,05), HI+Extrato (t=2,68; p<0,05) e 

HI+Fisostigmina (t=4,19; p<0,05) apresentaram diferença entre o primeiro e segundo trials 

indicando um aprendizado da tarefa (Figura 9). 
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4.4.3 Esquiva IDJblt6rla 

O teste de Kruskall-Wallis cMdeneiou diferenças sigDificativas entre os grupos 

experimentais quando testada a memória de longa duraçlo (H=13,48 p<O,OS) (Figura 10). O 

teste de Wilçoxon revelou clim'enças entre treino e testes de curta e longa duraçlo no grupo 

Sbam (Z=-3,32, p<O,OS; Z=-3,29 p<O,OS, respectivamcme). O mesmo teste nwe1ou que o 

grupo HI+Extrato tew o mesmo padrio de apreruli7ado comparando treino e memória de 

curta duraçlo (Z=-2,52 p<O,OS), treino e longa duraçio (Z=-2.52 p<O,OS). O grupo 

HI+Fisostigmin• teve o pior desempeDho aa tare&, em especial DO teste de longa dunçlo, em 

que teve desempenho sigDíficativamente pior comparado aos demais grupos. 
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4.6 Anilise Bioqufmica 

Os resultados da atividade da BucbE sérica DO DPN45 mostram uma reduçio da 

atividade dessa enzima DOS grupos HI, exceto no grupo IH+E:xtmto (F(6,S2)=4,S3 p<O,OS) 

(Figura 11 ). 

BuchE 

Sha m Sh am+Ve ic Sh am+Ext Hl HI+Veic HI+Fiso HI+Ext 

F1pra 11. Ati~ da enzima BuchE no soro DO DPN4S. Dados expressos em pmolACSChlh.mg de protefna 
:I::EP. D--5-11 animais por grupo. (p<0,05) *Difercmte do grupo Sham. 
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A análise de parâmetros de estresse oxidativo e atividade anti-oxidante no baço 

realizados no DPN45 revelou que houve um aumento na formação de espécies reativas de 

oxigênio (através do aumento na produção de DCF) no grupo HI em comparação ao grupo 

Sham (F(6,52)=4,53 p<0,05); esse aumento foi revertido no grupo ID+Extrato (Figura 12a). 

Quanto às enzimas anti-ox.idantes, a superóx.ido dismutase (SOD) teve sua atividade reduzida 

em todos os grupos m em comparação ao grupo Sham (F(6,52)=5,30 p<0,05) (Figura 12b), 

assim como a catalase (CAT) (F(6,47)=7,89 p<O,OS) (Figura 12c). A administração do extrato 

não foi capaz de reverter esse efeito. 
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Figura 12. Parâmetros de estresse oxidativo no baço no DPN45. (a) Formação de OCF (nmollmg 

de proteína ±EP); (b) Atividade da enzima SOD (U/m.g de proteína ±EP); (c) Atividade da enzima CAT (U/mg 
de proteína ::I::EP). (p<0,05) •Diferente do Sham. 

4. 7 Análise Histológica 
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A análise estatística da área dos hemisférios, assim como dos estriados ipsi e 

contraJaterais à lesão na região do Bregma -3,80mm (Imagem dos cortes na figura 14) não 

evidenciou diferenças significativas entre os grupos (Figuras 13a e 13c). A análise das áreas 

dos hipocampos reveJou diferença entre a área dos hipocampo ipsi e contralaterais, apenas nos 

grupos me ID+veicuJo (t=-2,92; -15,06, p<O,OS respectivamente). A comparação da área do 

hipocampo ipsilateral à lesão reveJou que os grupos HI e HI+Veiculo possuem uma área 

significativamente menor que a do grupo Sham (F(4,23)=3,06 p<0,05) (Figura 13b). 
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Outro resultado importante foi obtido pela análise da porcentagem da área ocupada 

pelo hipocampo em cada hemisfério; isto nos revelou que nos grupos m e HI+Veículo o 

hipocampo representa uma área significativamente menor no hemisfério ipsilateral à lesão em 

comparação ao hemisfério contralateral (F(4,23)=3,24 p<O,OS) (Figura 13d). 

(a) (b) (c) 

li':lgnra 14.Imagens respresentativas dos encéfalos dos animais dos grupos (a) Sham (b) me (c) lll+Exlrato no 
Bregma -3,80mm. 
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5. DISCUSSÃO 

Nesse trabalho investigamos os efeitos da administração do extrato de Huperzia 

quadrifariata no modelo experimental de HI neonatal. Observamos, como esperado, o efeito 

prejudicial da HI em parâmetros comportamentais, histológicos e bioquimicos. Nosso estudo 

mostra que o extrato de Huperzia quadrifariata reduzin os efeitos da m em alguns dos 

parâmetros avaliados, possivelmente por possuir o potencial de inibir a enzima AchE, que 

possui um importante papel no sistema colinérgico, que é alterado pela lesão hipóxico­

isquêmica (Pimentel et al., 2013 ). 

O desenvolvimento dos animais foi avaliado a partir da análise dos pesos e de testes 

sensório-motores após a m. O ganho de peso entre DPN7 e 11 não revelou prejuízo do 

desenvolvimento nos grupos HI (Figura 4). Porém, o grupo ID+Extrato mostrou um ganho de 

peso significativamente menor que os demais grupos nesse intervalo. Esse efeito, 

provavelmente se deve a outras propriedades desse extrato, não apenas às inibidoras da AchE, 

visto que esse é um extrato dos alcalóides da planta e possui, portanto, propriedades ainda 

não conhecidas que podem provocar alterações metabólicas ainda não estudadas. Ao final dos 

experimentos (DPN45), não houve diferença significativa entre os grupos, o que sugere que as 

alterações provocadas pelo extrato e que atrasaram o ganho de peso dos animais já não 

possuem influência sobre seu crescimento. 

Entre as medidas do desenvolvimento sensório-motor abordadas (Figura 6), apenas o 

reflexo de endireitamento se mostrou alterado pela HI, tendo esse efeito sido parcialmente 

revertido nos animais do grupo ID+Extrato. O grupo ID+Fisostigmina apresentou um 

desempenho inferior comparado ao grupo Sham nesse teste. Uma possível explicação para 

esse resultado é o fato de a dose utilizada (0,2 mg/kg) ter sido um pouco elevada. Csernansky 

e colaboradores (2005), utilizando um modelo de esquizofrenia mostraram que a fisostigmina 
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quando administrada em doses mais baixas (0,03 mglk:g aplicados i.p.) não prejudica a função 

locomotora, enquanto doses mais altas (0,3 mglk:g aplicados i.p.) têm efeito prejudicial em 

testes locomotores como o teste de locomoção espontânea. 

Após o DPN30 realizamos o teste do cilindro a fim de avaliar a capacidade motora dos 

animais. Não foi detectado nenhum déficit motor significativo, porém, o grupo 

ID+Fisostigmina teve um desempenho pior comparado aos demais grupos (Figura 7), o que 

reforça a hipótese de que a dose de fisostigmina tenha sido muito alta e causado déficits 

motores. É importante ressaltar que esses danos ao sistema motor podem ter prejudicado o 

desempenho dos animais desse grupo nas tarefas cognitivas, como discutiremos adiante. 

A lesão m é caracterizada por provocar déficits cognitivos em diferentes tipos de 

memória: espacial, de trabalho e aversiva já bem descritos na literatura e por nosso grupo 

(Arteni et ai., 2010; Pereira et ai., 2007). Nesse trabalho observamos o efeito protetor do 

extrato sobre os déficits causados pela lesão HI à memória de referência durante o treino 

(Figura 8a) e ao avaliar o tempo de latência para chegar à zona da plataforma no dia do teste 

(Figura 8b). Nossos resultados são semelhantes aos encontrados por Wang e colaboradores 

(2002) que administrou Huperzina A (substância obtida de urna planta chinesa que pertence 

ao mesmo gênero que a Huperzia quadrifariata) após a m e um modelo de hipoperfusão 2VO 

(Wang et ai., 2010) e obteve um efeito protetor dessa substância no desempenho desses 

animais no Labirinto aquático de Morris. 

Ao avaliarmos a memória de trabalho, verificamos que ela foi afetada somente no 

grupo m (que não evidenciou diminuição na latência do primeiro trial em comparação ao 

segundo )(Figura 9). A melhora observada nos grupos tratados com extrato e fisostigmina 

deve-se, possivelmente, ao efeito protetor dos inibidores de AchE nessa lesão. O efeito do 

veículo (DMSO) pode ser explicado por suas propriedades neuroprotetoras (Rivers-Auty & 
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Ashton, 2013; Bardutzky, 2005). Porém, a literatura é divergente quanto ao uso de inibidores 

de AchE e melhora na memória de trabalho. Estudos mostram que os efeitos dos inibidores de 

AchE não melhoram a capacidade cognitiva na memória de trabalho, como demonstrado por 

Nagakura e colaboradores (2013), que não observaram melhora na memória de trabalho 

utilizando o Y -rnaze ao testarem a administração de Donepezil, um inibidor de AchE em um 

modelo de doença de Alzheimer. 

Outro teste cognitivo realizado fui a esquiva inibitória, a fim de avaliar a memória 

aversiva de curta e longa duração. Esse teste demonstrou o prejuizo causado pela lesão HI que 

foi revertido pelo extrato nos testes de memória de curto e de longo prazo. Os únicos grupos 

que recordaram a experiência aversiva quando testada a memória de longa duração foram os 

grupos Sham e ID+Extrato (Figura 10). Nossos resultados corroboram os de Csernansky e 

colaboradores (2005), que demonstraram que inibidores de AchE têm a propriedade de 

melhorar a memória aversiva na tarefà de medo condicionado em um modelo de 

esquizofrenia. Como mencionado anteriormente, o desempenho dos animais do grupo 

ID+Fisostigmina nessa tarefà foi o pior. A alta dose da flsostigmina pode ter causado déflcits 

motores que prejudicaram o desempenho desses animais nos testes cognitivos, ainda que a 

análise da área da lesão não evidencie dano histológico significativo. 

A lesão m afeta diversas estruturas encefálicas dentre as quais se destaca o hipocampo 

(Furukawa et al. 2013; Arteni et al. 2010;Towflghi et al., 1996). No presente trabalho 

encontramos uma diminuição da lesão (verificada pela área hemisférica) nos grupos 

ID+Extrato e HI+Veículo (Figura 13a). Também foi observada uma proteção à lesão 

hipocampal nos grupos que receberam tratamento com os inibidores da AchE 

(HI+Fisostigmina e HI+Extrato) (Figura 13b). Esses resultados estão de acordo com estudos 

demonstrando que agonistas de Ach diminuem a extensão da lesão, enquanto antagonistas de 

Acha aumentam (Furukawa et al., 2011;2013), e estudos de Wang e colaboradores (2002) 
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que demonstraram o efeito protetor da Huperzina A na lesão hipocampal provocada pela ID. 

A preservação dos hipocampos no grupo tratado com o extrato ajuda a responder a explicar o 

melhor desempenho nas tarefàs cognitivas. 

Vários sistemas são afetados pela m (Volpe, 2008). Um deles é o sistema imune, 

estudos demonstram que há uma redução do tamanho do baço e aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio no mesmo após a m (Jellema et al., 2013; Fathali 2013). Nesse 

trabalho nota-se que o peso do baço é maior no grupo Sham comparado aos dos grupos m 

(figura Se). A análise bioquimica de alguns parâmetros de estresse oxidativo no baço 

mostraram uma redução na atividade das enzimas anti-oxidantes SOD e CAT em todos os 

grupos submetidos à HI quando comparados ao grupo Sham. A atividade dessas enzimas é 

similar em todos os grupos HI, porém os resultados do DCF revelam que o extrato possui uma 

capacidade de reverter o aumento do estresse oxidativo provocado pela lesão HI no baço, 

possivelmente por sua ação anti-inflamatória provocar uma diminuição na atividade desse 

órgão, reduzindo a lesão causada pela m. O bloqueio da formação de espécies reativas em 

tecidos periféricos causado por uma lesão no sistema nervoso após o tratamento com 

inibidores de AchE já foi descrita Kutsuna e colaboradores (2010), num estudo com 

fisostigmina administrada após a isquernia/reperfusão cerebral. 

Pimentel e colaboradores (2013) demonstraram que a atividade da enzima AchE no 

sangue é aumentada após Hl. Uma medida indireta da atividade da AchE é obtida pela 

atividade da BuchE. Nossos resultados evidenciam que, mesmo após 38 dias da lesão m essa 

enzima tem sua atividade reduzida em todos os grupos que sofreram a lesão, exceto nos 

animais do grupo ID+Extrato, que possuem níveis iguais aos apresentados pelo grupo Sham. 

Uma possível explicação para esse resultado a ação protetora do extrato no sistema 

colinérgico contra os danos causados pela lesão hipóxico-isquêrnica. 
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A resposta imune é um importante componente da lesão m, sendo a lesão mais severa 

quanto maior for essa resposta. O sistema colinérgico inibe a resposta imune (Furukawa et ai. 

2013, Karimi 2010 e outros) e inibidores da AchE apresentam ação neuroprotetora em 

diversas lesões e patologias que afetam o sistema nervoso, tais como a lesão encefálica 

traumática (Holschneider et ai. 2011), a isquemia reperfusão (Kutsuna et ai. 2010), o autismo 

(Karvat et ai. 2013), a esquizofrenia (Csernansky et ai. 2005), a doença de Alzheimer 

(Schwarz et ai., 2012}, a doença de Huntington (Park et ai. 2008) e lesão hipóxico isquêmica 

(Wang et ai., 2002). Sugerimos que as melhoras cognitivas e histológicas observadas no 

grupo ID+Extrato devem-se à inibição da AchE que havia causado uma maior ativação dos 

sistema colinérgico e por consequência uma inibição no sistema imune, o que reduziu a lesão 

e minimizou os déficits cognitivos causados pela m. Contudo, em função do curto prazo, não 

foram realizadas análises diretas da atividade do sistema imune. Experimentos já estão estão 

sendo conduzidos em que serão verificados os níveis de citocinas (IL-1 beta e TNF-alfa) nos 

DPNll e 45 a fim de vericar o efeito do tratamento com o extrato sobre a m. 

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o extrato de Huperzia 

quadrifariata apresentou um efeito protetor contra os prejuizos causados pela HI neonatal, 

Nosso trabalho é o primeiro registro do uso do extrato de Huperzia quadrifariata como 

potencial estratégia terapêutica na lesão m, revertendo os déficits cognitivos e morfológicos 

causados pela lesão. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados obtidos permitem concluir que o extrato de alcalóides de Huperzia 
quadrifariata: 

a) reduz os déficits cognitivos causados pela lesão m em tarefas de memória espacial 
e aversiVa; 

b) reduz lesão encefálica provocada pela lesão m, principalmente no hipocampo; 

c) reduz o aumento da formação de radicais livres no baço causado pela HI; 

d) reverte a diminuição da atividade da BuchE no soro provocada pela HI; 

e) possui ação neuroprotetora sobre os efeitos metabólicos, morfológicos e 
comportamentais causados pela hipóxia-isquemia neonatal. 
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