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RESUMO

A hipdxia-isquemia neonatal (HI) € quadro nosolégico que faz parte da etiologia de
diversas patologias neurologicas e causa de graves sequelas. Os mecanismos patofisiologicos
dessa lesdio comegam com o insulto imediato apds a HI ¢ se estendem por dias ou semanas,
sendo a resposta inflamatéria parte importante no processo de lesdo. A acetilcolina ¢ um
importante neurotransmissor no sistema nervoso central (SNC) e parece ter uma importante
aclo neuroprotetora apds a HI, uma vez que seu agonista carbacol provoca redugdo do volume
da lesdo, enquanto seus antagonistas a potencializam. A Huperzia quadrifariata ¢ uma planta
nativa do Rio Grande do Sul e seu extrato parece ter propriedades de inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase (AchE). Inibidores da AchE vém sendo usados para o tratamento de
distarbios neuroldégicos ¢ sua agdio positiva sobre a inibi¢8o da resposta inflamatéria ja foi
demonstrada em uma planta chinesa de mesmo género, a Huperzia serrata.

Para testar os efeitos do extrato de Huperzia quadrifariata na HI perinatal, ratos
Wistar no 7° dia de vida pé6s-natal (DPN7) foram submetidos a combinagio da oclusfo
unilateral da artéria cardtida direita e exposi¢do a uma atmosfera hipéxica (8% de O,) durante
60 minutos. Os animais foram divididos em 7 grupos: 3 grupos de controle cirurgico (Sham,
Sham+Veiculo, Sham+Extrato); ¢ 4 grupos lesdo (HI, HI+Veiculo, HI+Extrato e
HI+Fisostigmina). Entre DPN7 e DPN10 foram aplicadas injegdes intraperitoneais de salina
nos grupos Sham e HI, de veiculo, dimetilsulféxido (DMSO) 20%, nos grupos +Veiculo, de
extrato (10 mg/kg dissolvidos em uma solugio de DMSO 20%) nos grupos +Extrato e de
fisostigmina (0,2 mg/kg dissolvidos em salina) no grupo HI+Fisostigmina.

No DPNI11, 24 horas apds a ultima dose, pardmetros do desenvolvimento sensério-
motor foram testados nos reflexos de endireitamento, geotaxia negativa e reconhecimento
olfatério. A partir do DPN30 foram realizados testes cognitivos, utilizando o labirinto
aquatico de Morris e esquiva inibitéria, € motor (teste do cilindro). Os animais do grupo
HI+Extrato tiveram desempenho significativamente melhor comparado aos demais grupos HI
nas tarefas cognitivas, evidenciando uma protecio funcional ao insulto HI. No DPN45, os
animais foram sacrificados e as amostras coletadas para as andlises bioquimicas e
histologicas. A atividade da BuchE (enzima responsavel pela degradagdo da AchE - medida
indireta da presenga de acetilcolina) no soro revelou que a lesdo reduz a atividade dessa
enzima ¢ esse efeito € revertido pelo extrato. A analise de pardmetros do estresse oxidativo
no bago evidenciou um aumento deles nos animais HI, e tal aumento foi revertido pela
administracdo do extrato. A anilise da 4rea da lesio mostrou a propriedade neuroprotetora
morfologica do extrato sobre a drea hemisférica total e hipocampal. A partir destes resultados
¢ possivel observar, sob diferentes parimetros, a agdo benéfica desse extrato sobre a HI
neonatal representando uma interessante € pouco estudada abordagem terapéutica no
tratamento dessa patologia.

Palavras-chave: Hipéxia-isquemia (HI), Huperzia quadrifariata, acetilcolina (Ach),
inflamag#o, neuroprotegio € memdria.



1.INTRODUCAO

1.1 Hipéxia-isquemia neonatal (HI)

A HI € uma importante causa de dano encefilico ocorrido durante o desenvolvimento
de recém-nascidos. Ela pode levar a 6bito ou gerar incapacidade neurologica em variados
graus que vio desde comprometimentos leves (como alteragdes do tonus muscular) a danos
cognitivos severos (como os observados nos casos graves de paralisia cerebral) (Volpe, 2008).
A HI é considerada uma das principais etiologias de paralisia cerebral, epilepsia, autismo,
déficit de atengdo e dos transtornos de aprendizagem, além de acarretar deficiéncias
cognitivas e intelectuais nos individuos acometidos (Volpe, 2009; Huang et al., 2009).

Disfungdes circulatorias e/ou complicagdes obstétricas come a hipdéxia materna, o
descolamento prematuro da placenta e a compressdo do corddo umbilical podem interferir na
transferéncia de substratos e levar 4 asfixia fetal, causando a hipoxia-isquemia neonatal
(Volpe, 2009; Ferriero, 2004; Jensen, 2005; Berger & Garnier, 1999). Complica¢es
sistémicas da asfixia neonatal freqiientemente ocorrem e incluem alteragdes cardiovasculares,
respiratorias, metabdlicas € renais, sendo, no entanto, o SNC a estrutura mais comprometida
(Vanucci & Perlman, 1997).

O modelo experimental de hipdxia-isquemia perinatal desenvolvido em roedores,
combina a ligagio unilateral de uma das artérias carétidas comuns a posterior exposi¢do dos
animais a um periodo variavel de hipoxia, visando mimetizar a combinagdo de hipoxemia e
isquemia encontrada em neonatos humanos apés um quadro de asfixia (Rice et al., 1981). A
soma da isquemia com a hipéxia causa danos localizados predominantemente no hemisfério
ipsilateral & cardtida ocluida, sendo o hemisfério contralateral afetado em menor grau ou
mesmo nfic afetado morfologicamente (Rice et al., 1981; Jansen & Low, 1996). O modelo de

HI perinatal ¢ realizado no sétimo dia apos o nascimento e causa lesdes no clrtex cerebral,



substdncia branca periventricular e subcortical, estriado (nicleos da base) e hipocampo
(Arteni et al., 2010; Pereira et al., 2007; Hossain, 2005; Vanucci & Vanucci, 2005). Dados
prévios de nosso grupo evidenciam que lesdes em tais estruturas apos a HI causam danos
bioquimicos tais como aumento da formacgfo de espécies reativas de oxigénio e diminuigéo
das defesas antioxidantes (Dafre et al. 2003). Essa lesfio causa também danos histolégicos em
regides responsaveis por controlar diversos processos cognitivos como de memoria espacial,

aversiva ¢ de trabalho (Arteni et al., 2010; Pereira et al., 2007).

A HI é decorrente de uma diminuicio da oferta de oxigénio e glicose aos tecidos.
Inicialmente ocorre uma hipoxemia seguida de acidemia, o que por sua vez, gera perturbagdes
nos fatores que regulam a circulagfio fetal provocando hipotensfio € consequente isquemia.
(Berger & Garnier, 1999; Engidawork et al.,, 1997). O dano cerebral causado pela hipoxia-
isquemia € um processo evolutivo, que se inicia durante o insulto e estende-se no periodo de
recuperacido apds a ressuscitacdo (lesdio por reperfusfio). Com a diminuigio do fluxo
sanguineo, a atividade neuronal € imediatamente afetada e conforme o dano isquémico
progride, a atividade metab6lica necessaria para a manuteng@o da integridade funcional das
células nervosas diminui (Hossmann, 1998). Este processo pode levar 2 um dano encefilico
através da ativacio de mecanismos excitotdxicos e apoptdticos, causadores de dano e morte
celular (Portera-Cailliau et al., 1997; Barks & Silverstein, 1992).

O déficit energético decorrente da HI leva a uma alteragiio no metabolismo celular,
com excessiva liberagdo de neurotransmissores excitatorios (ocasionando excitotoxicidade
glutamatérgica) e aumentando a produgéo de espécies reativas de oxigénio. Como a faléncia
energética altera o funcionamento das enzimas antioxidantes, ocorrendo o que se denomina
estresse oxidativo.

Na fase de isquemia ocorre inibi¢do da fosforilagéio oxidativa mitocondrial € a queda

da produgio de trifosfato de adenosina (ATP) devido a falta de aporte sanguineo provocando



faléncia nos mecanismos de manutengdo dos potenciais da membrana (Erecinska et al., 1994).
Como a glicolise anaerdbica € insuficiente para manter a produgéio de ATP, ndio ha energia
para manter as fungdes cerebrais, ocorrendo desativagéo das bombas i6nicas, despolarizagdo
das membranas e abertura dos canais ibnicos dependentes de voltagem (Dugan et al., 1999).
Mecanismos celulares responsdveis pela lesiio hipoxico-isquémica também envolvem a
ativacdo de caspases (em particular a caspase-3), uma familia de enzimas ativadas durante o
episddio hipbéxico ¢ que atua dando inicio e executando a apoptose neuronal (Rossiter et al.,
2002; Low et al., 2002). O dano celular pode ser agravado pela ativagio (em resposta ao dano
inicial) de citocinas e consequente infiltracfio e ativagfio de células inflamatérias (McLean et
al., 2004; Mishra et al., 1999).

E bem descrito na literatura que eventos que provocam estresse ao sistema nervoso,
assim como a HI, causam uma alteragdo na atividade do sistema imune (Neveu et al., 2008).
A ativaggio da resposta imune € um dos fatores mais importantes que determinam a gravidade
de lesdes, sendo mais severas as sequelas quanto maior for a resposta imune (Jin et al., 2009),

A resposta imune no sistema nervoso central ¢ mediada principalmente por células
gliais, como astrocitos € microglia, atuando como sensores intrinsecos, reagindo a insultos de
forma rapida e efetiva, principalmente pela liberagio de citocinas e quimiocinas
proinflamatodrias (Figura 1) (Zhao et al, 2013). Altos niveis dessas citocinas e quimiocinas
provocam uma mobilizagio de células do sistema imune em todo o organismo, principalmente
no bago, como células T e NK ocasionando aumento da morte de células nervosas (Fathali et

al., 2013).
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Figura 1. Mecanismas fizioldgicos cansadores da lesfio HI (adaptado de Zhao et al., 2013).

1.2 Inibig#io da acetilcolinesterase e inflamaciio

Neurfnios da via colinérgica estdo amplamente distribuidos pelo sistema nervoso ¢
possuem comprovada importinecia em diversas fungdes centrais, tais como: aprendizado e
memdria, controle motor, controle do fluxo sanpuinec encefilico e na regulagio de
crescimento ¢ diferenciaciio de neurSnios no sistema nervoso cemtral (Wang et al,, 2010;
Okada et al, 2013)

A acetileolina (Ach} possui uma importante funglio na regulagio da ativagio do
sistema imyne utilizando a via colinérgica anfiinflamatdria (Kutsuna et al. 2010). Essa via se
utiliza do nervo vago ¢ inerva diversas estruturas imunes importantes, como o bago. Este,

quando estimulado pelo nervo vago, atravez do glinglio esplénico com sinalizaglio colinérgica,
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provoca liberagio de noradrenalina pelo nervo esplénico. Algumas das células T presentes no
bago podem sintetizar e liberar Ach quando estimuladas pela noradrenalina. A Ach liberada
liga-se¢ a receptores nicotinicos alfe-7 presentes em células imunes como mastécitos ¢
microglia. Uma vez que a Ach liga-se a esse receptor, a adenilato ciclase ¢ ativada produzindo
AMP ciclico, esse ativa cinases que irfio ativar o fator de trancrigio CREB que transcrevera
proteinas que vio inibir a sfiese de citocinas, como o TNF-alfa (Andersson et al, 2012;

Tracey ¢t al., 2002). Um resumo do mecanismo de inibigiio estd ilustrado na Figura 2.

TNF, células
inflamztonas

\ Joelho
nilamado

Figura 2, Funcionamento da via colinérgica antinflamatéria (adaptado de Anderson et al,, 2012),
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Uma enzima de grande importdncia no sistema colinérgico € a acetilcolinesterase
(AchE), que hidrolisa a Ach ocasionando sua inativagéo, € controla a transmisséio colinérgica
regulando a concentragédo deste neurotransmissor (Soreq et al., 2001). Inibidores de AchE séo
usados no tratamento de doengas neurodegenerativas, tais como a doengca de Alzheimer
(Schwarz et al., 2012). Inibidores dessa enzima, como a Huperzina A (substincia extraida da
planta chinesa Huperzia serrata) também reduzem significativamente a resposta imune,
inibindo a ativagfio de astrécitos e células microgliais, além de suprimir a secre¢iio de TNF-
alfa e reduzir a fosforilagdo das MAPKSs no modelo de oclusdo de dois vasos (2VO) (Wang et
al., 2010) e atenuam os déficits cognitivos e a lesio encefilica apds a HI (Wang et al., 2002).

Kutsuna ¢ colaboradores em 2010 demonstraram que a fisostigmina (conhecido
inibidor da AchE) reduziu o estresse oxidativo, a inflamagfio e o dano nas células endoteliais
no encéfalo de ratos submetidos a um modelo de isquemia/reperfusdo. Neste sentido, no
modelo de hip6xia-isquemia neonatal ja foi demonstrado que agonistas da ACh reduzem
significativamente o volume da lesdo, além de reduzir o acimulo de células microgliais no
local (Furakawa et al., 2011), da mesma forma que antagonistas da ACh aumentam a leséo
causada pela HI (Furakawa et al., 2013).

Logo apos a HI os niveis de AchE apresentam uma pequena redugio, porém 72 horas
p6s-leséio ha um grande aumento na expressio dessa enzima, retornando a niveis basais dentro
de 8 dias (Pimentel et al. 2013). Esse aumento na expressiic de AchE levaria a uma redugéo
nos niveis de Ach, inibindo o sistema colinérgico anti-inflamatério 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
alcaldides da planta Huperzia quadrifariata mostrou ser um potente inibidor dessa enzima,

inibindo em 50% da atividade da AchE no cértex ¢ em aproximadamente 30% no hipocampo.
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Esse extrato, embora obtido de uma planta pertencente ao mesmo género da qual se obtém a
Huperzina A, nfio possui essa substdncia, o que sugere que outros alcaldides produzem o
efeito inibidor da AchE (Konrath et al,, 2013).

Tendo em vista o potencial neuroprotetor dos inibidores da AchE sobre lesdes no
sistema nervoso central, hipotetizamos que o extrato da Huperzia quadrifariata seja capaz de
promover neuroprotecdo apos a lesdo hipdxico-isquémica reduzindo os déficits cognitivo-

motores € 0 dano histolégico causados pela HI.
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2.0BJETIVOS

2.1Geral

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

perinatal em ratos sobre parimetros bioquimicos, comportamentais e histolégicos.

2.2 Especificos

1) Avaliar ¢ desenvolvimento sensdrio-motor através dos testes de geotaxia negativa,
endireitamento e reconhecimento olfatorio aos 11 dias de vida (DPN11). A partir dos
30 dias, o défcit motor foi analisado pelo teste do cilindro, a memdria espacial pelo
labirinto aquéatico de Morris € a meméria aversiva através do teste da esquiva

inibitoria.

2) Ao final dos testes comportamentais (DPN45), avaliar o efeito neuroprotetor do
extrato sobre a drea da leséio HI através da técnica de hematoxilina-eosina no encéfalo

dos animais.

3) Avaliar a atividade da butirilcolinaesterase (BuChE) no soro ¢ pardmetros de estresse

oxidativo (formagfio de espécies reativas de oxigénio e atividade das enzimas anti-

oxidantes SOD e CAT) no bago aos 45 dias de vida.

15



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 6 ratas fémeas Wistar prenhas de cujas ninhadas foram obtidos os
animais a serem utilizados no experimento. As ratas-mfes tinham idade superior a 90 dias ¢
foram obtidas no Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica, da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. As f€meas foram mantidas em caixas isoladas (a
partir do 19° dia gestacional) até o momento do parto. As proles de ambos os sexos destas
fémeas foram utilizadas em mimero maximo 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 ¢ mantidos em um nimero 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 Bioquimica da UFRGS com alimentagiio e agua ad
libitum durante todas as etapas do projeto. Os procedimentos foram realizados de acordo com
Principles of Laboratory Animal Care (NIH publication 85-23, 1985), com aprovacio n°

25807 do Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Universidade.

3.2 Modele Experimental

Os animais foram divididos em 7 grupos: 3 grupos controle cirirgico (Sham (n=5),
Sham+Veiculo (n=5), ShamtExtrato (n=5)) e¢ 4 grupos com lesfo, HI (n=8),
HI+Veiculo(n=11), HI+Extrato (n=10) e HI+Fisostigmina (n=6). Entre 0 DPN7 ¢ 10 foram
aplicadas injegOes intraperitoneais (i.p) de salina para os grupos Sham e HI, de veiculo,
dimetilsulféxido (DMSO) 20%, nos grupos +Veiculo, de extrato no grupo HI+Extrato e de

Fisostigmina no grupo HI+Fisostigmina.
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3.3 Desenho Experimental

Apds a realizacdio da HI (DPN7) o3 animais foram pesados e tratados diariamente até
DPN11. Neste dia foram realizados testes para detectar alteragfies sensbrio-motoras causadas
pela HI. A partir do DPN30 foram realizados os testes do cilindro, do labirinto aguético de
Morris ¢ da esquiva indbitdria, No DPN45 (apdg os testes comportamentais), 08 animais foram
anestesiados com halotano e tiveram amostras sanguineas coletadas (correspondentes a 6% do
peso corporal de cada amimal) por pungiio cardiaca para testar a atividade da enzima
butirilcolinesterase no soro ¢ sofrcram cutandsia a fim de coletar amostras para a andlise

histolégica da drea da lesdo encefiilica.

DPN O 7 10 11 30 45
DPN Evento
0 Mascimento dos animais.
s Cirurgia.

7-10 Injecdes (1h, 24h, 48h e 72h depois da cirurgia).
11 Testes de desenvolvimento sensorio-motor.

30-45  Testes cognitivos e motores.

45 Coleta de amostras para analises histologicas e
bioquimicas.

Figora 3. Ezquema do desenho experimental indicando os dias contados apds o nascimento (DPND) & o8
procedimentos & serem realizados,
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3.3.1 Hipéxia-isquemia

Aos 7 dias de vida (DPN7), os animais foram anestesiados com halotano 4% ¢
submetidos ao procedimento cirurgico de ocluséo carotidea, com duragiio médxima de 10
minutos por animal. O animal foi anestesiado e posicionado em dectbito dorsal. O
procedimento se iniciou através de uma incisfio na linha média da face anterior da regifdo
cervical, sendo entdo a artéria carétida comum direita identificada, isolada das estruturas
adjacentes ¢ ocluida com fio cirdrgico de seda 4.0 (isquemia). Os animais receberam
aplicagiio topica de lidocaina 10% (Xilocaina®) apés a oclusdo da cardtida. Os animais do
grupo Sham (controle cirirgico) foram anestesiados, foi feita a incisfio tiveram a carétida
exposta, porém sem oclusdo e nfio sofreram hipdxia. Ao final deste procedimento, os animais
permaneceram aquecidos durante um periodo de recuperagdo de 15 minutos antes de serem
devolvidos as caixas moradia, onde permaneceram por um intervalo de 2 horas junto as mées.
Por fim, foram gentilmente colocados em uma cdmara (1500 ml) e expostos a uma atmosfera
hipéxica (8% de oxigénio e 92% de nitrogénio, com fluxo de 5 L/min.} durante 60 minutos
em grupos de quatro a seis animais. A cimara de hipoxia permanece parcialmente submersa
em banho-maria a 37°C a fim de manter a temperatura corporal dos ratos lactentes dentro dos
limites fisiologicos. Ao final da hipdxia, os animais séo retirados da cidmara, permanecendo
durante 15 minutos sob aquecimento para recuperagio e posteriormente devolvidos a caixa de

origem junto as mées (Arteni et al., 2003).

3.3.2 Administracfio das substincias

O extrato de alcal6ides da Huperzia guadrifariata utilizado nesse trabalho foi cedido

pelo professor Eduardo Konrath (Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio
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Grande do Sul), sendo a obtengfio e caracterizagdo descritas pelo mesmo (Konrath et al
2012). Os farmacos foram administrados por injegdes i.p em 4 tempos distintos: 1h, 24h, 48h
e 72h apés a HI. O extrato foi administrado na dose de 10mg/kg dissolvido em uma solugéo
de dimetilsulféxido (DMSO) 20% (Konrath et al., 2012) nos grupos Sham+Extrato e
HI+Extrato. O veiculo (DMSO) 20% foi administrado da mesma forma nos grupos
Sham+Veiculo e HI+Veiculo. A fisostigmina (0,2 mg/kg) foi dissolvida em solucgdo salina e
administrada no grupo HI+Fisostigmina. Nos grupos Sham ¢ HI foi feita a injegéo de solugéo
salina.

O extrato foi obtido das partes aéreas da planta apds terem sido moidas e ressecadas. A
parte remanescente do material foi extraida com etanol pelo mesmo proceditnento, até o
fluido ficar negativo ao reagente de Dragendorff. Os extratos de etanol foram concentrados
por vacuo; os residuos secos foram suspensos em uma solugdo 5% de HCI e lavados com
CH,CL. As camadas aquosas obtidas foram basificadas com NH4+OH (pH11) e particionadas
com CH,Cl,, formando, depois de filtragem com Na,SO,4, um extrato cru de alcaléides. Apos
isso, o extrato foi submetido a analise de espectroscopia de massa utilizando o aparelho
Perkin-Elmer Qmass-910 com colunas capilarizadas SE 30 de 30m de comprimento para
verificar a composicdio quimica. O volume de injeciio foi de 0,5 pl 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 ¢ 280°C respectivamente. A
energia de ionizagio foi de 70 eV e a identificagdo dos alcaldides individuais foi feita pela
comparagdo dos padrdes de quebra encontrados na literatura e pelo banco de dados de
alcaldides isolados de Lycopodium préprio (MacLean 1963; Alam et al. 1964; Sun et al

1993; Ortega et al. 2004).
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3.4 Desenvolvimento sensdrio-motor

3.4.1 Geotaxia Negativa: O animal foi submetido a um plano inclinado 30° com relagéo ao
solo a face virada em diregéo a ele. A reacdio esperada é que o animal adote uma posigéo
contraria, ou seja, vire-se 180° e adote a diregio cefilica contriria ac solo. Mede-se a laténcia

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

3.4.2 Reflexo de Endireitamento Postural: O animal ¢ colocado em decibito ventral em
uma superficie, onde logo apds, sua cauda ¢ torcida pra que ele assuma a posi¢io de decubito
dorsal. E medida a laténcia do animal para voltar 3 postura original, sendo estabelecido um

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

3.4.3 Teste Olatorio: O teste € realizado em uma caixa acrilica retangular transparente, onde
em um dos lados ha maravalha da caixa-moradia ¢ do outro, maravalha limpa. O teste visa
avaliar a capacidade do animal em identificar, pela olfagéio a maravalha da sua caixa-moradia.

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

3.4.4 Teste do cilindro: Apés o DPN30 os animais foram colocados no interior de um
cilindro de plexiglass (20 cm de didmetro x 40 cm de altura) situado sobre uma mesa de vidro
¢ filmados pelo &ngulo inferior com um espelho angulado que permita a visfio das suas 4
patas. A atividade espontdnea de contatos com as patas dianteiras na parede do cilindro foram
gravadas durante 4 minutos € o mimero de toques com as patas representado pela formula
((mimerc de contatos ipsilateral a lesdo/mimero 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 Aquitico de Morris

A parir dos 30 dias de vida foi avaliada a meméria espacial dos animais utilizando-se o
labirinto aquético de Morris. O labirinto consiste de um tanque circular de 200cm de
didmetro, sendo 40cm de profundidade cobertos por agua (temperatura de £ 23°C), sitnada em
uma sala contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. Uma plataforma com 10cm de
didmetro encontra-se submersa 2cm abaixo da superficie da 4dgua. Esta piscina € dividida,
virtualmente, em 4 quadrantes e possui 4 pontos de partida para o teste, designados como N
(norte), S (sul), L (leste) e O (oeste).

Para a avaliagfio da meméria, foram utilizados 2 protocolos distintos, descritos abaixo:

3.5.1.1 Protocolo de Meméria de Referéncia

Neste protocolo, a posi¢éo da plataforma permanece no mesmo local durante todo o
periodo de treino. Os animais realizaram 4 “trials” por dia, durante 5 dias consecutivos. Vinte
e quatro horas ap6s a fase de treino serd realizado o teste, em uma sessfio de 60 segundos sem
a plataforma, para avaliar a memoria de longa duragfio para a posi¢éio da plataforma. No dia
do teste (probe trial) os animais séo colocados individualmente no labirinto em um mesmo
ponto, ¢ mais longe possivel da posicio da plataforma. Foram analisados: Curva de
aprendizado e tempo de laténcia 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 Meméria de Trabalho

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

elas, com uma diferente posi¢io da plataforma durante os 4 dias. A meméria de trabalho foi
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avaliada pela diferenga das laténcias de cada animal entre os dois primeiros trials nos quatro

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

3.5.3 Esquiva Inibitéria

Os animais foram submetidos a uma caixa onde h4 uma plataforma elevada e outra
regido onde ha grades de barras de bronze que permitem a aplicagdo de um choque elétrico
(50x25x25)cm. O animal € 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 laténcia de descida da
plataforma foi anotada na sessfio de treino. Apds 3h (memoria de curta duragdo) e 24 horas
(longa duragdo), a retengéo foi avaliada, em que a laténcia de descida da plataforma foi
tomada como indice de memoéria (Sanches et al., 2013b). O tempo limite do teste para descida

da plataforma foi de 180 segundos.

3.6 Andlises bioquimicas

Para a realizacdo das analises bioquimicas (aos 45 dias), os animais foram
anestesiados e as amostras sanguineas coletadas e armazenadas em eppendorfs a -80°C até a

analise.

3.6.1 Atividade da butirilcolinesterase

A butirilcolinesterase (BuChE) cataliza a hidrélise de Ach, sendo importante na
regulacéo do sistema colinérgico. A atividade dessa enzima ¢ um indicativo do funcionamento
do sistema colinérgico. O sangue foi coletado por pungdo cardiaca apds anestesia por inalagio
de halotano. Apds a retirada, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm a 4°C por 10
minutos para a obtengéo do soro. Para determinar a taxa de hidrolise pela BuChE no plasma
foi utilizado o método descrito por Ellman e colaboradores (1961). Essa taxa é medida numa
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solugdo contendo 0,8mM de acetiltioclonia em 1 mL de solugfio com 100mM de tampédo de
fosfato de potassio pH 7,5 ¢ 1mM de 4cido 2-nitrobenzdico (DTNB). 50 pl de plasma sdo
adicionados a mistura e pré-incubados por 3 minutos. A hidrolise é medida pela formacéo do
didnion de tiolato (DTNB) a 412nm por 2 minutos a 25°C. A atividade especifica da enzima
esta expressa em mmol de acetilcolina hidrolizada por hora por miligrama de proteina (Ribas

et al, 2012).

3.6.2 Parimetros de estresse oxidativo no baco

O bago foi homogeneizado: (1:10, p/v) em 20 mM PBS, pH 7.4 contendo 140 mM
KCl. Apés, o material foi centrifugpado a 800xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi

novamente diluido no mesmo tampdo e estocado até as analises bioquimicas.

3.6.2.1 Medida da oxidagfio da 2°7°diclorofluoresceina (DCF)

A produgéo de espécies reativas de oxigénio foi realizada de acordo com Lebel e
colaboradores (1990). O método se baseia na oxidagio da 2'7’-diclorofluoresceina (H,DCEF).
60 yL da amostra foram incubados em uma solugdo contendo 240 pL de 100 pM 2'7'-
diacetato de diclorofluorsceina (H;DCF-DA) por 30 minutos a 37 °C no escuro em uma placa
de 96 pogos. O H;DCF-DA é clivado por esterases celulares € o HyDCF resultante € por vezes
oxidada por espécies reativas de oxigé€nio presentes nas amostras. A ltima reagdo produz um
composto fluorescente que é medido a 488 nm de excitagdo e 525 nm de emisséo, sendo os
resultados expressos como nmol DCF/mg de proteina. A curva de calibragfo foi realizada

com DCF purificado como padréo.
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3.6.2.2 Medida da Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida usando o leitor de microplacas SpectraMax M5/M5
(Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, California, USA). Esse
método de andlise da atividade da SOD ¢ baseado na capacidade do pirogalol se auto-oxidar,
um processo altamente dependente de superoxido, que € substrato para a SOD. A inibigédo da
auto-oxidagdo desse composto ocorre na presenga da SOD, cuja atividade pode ser medida
indiretamente a 420 nm, usando espectrofotometro de dupla emissdo a temperatura ambiente
(Markhind, 1985). A curva de calibraciio foi realizada com SOD purificada como padriio, a
fim de calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Uma inibi¢do de 50% da auo-
oxidagdo do pirogalol é definida como uma (01) unidade de SOD ¢ a atividade especifica esta

representada como unidades/mg de proteina.

3.6.2.3 Medida da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida usando leitor de microplacas SpectraMax MS5/M35
(Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, California, USA). O método
usado € baseado no consumo do peréxido de hidrogénio (H>O;)} a 240 nm em um meio de
reacdo contendo 20 mM de H»0», 0.1% de Triton X-100, 10 mM de PBS pH 7,0, € entre 0,1-
0,3 mg de proteina/mL (Aebi, 1984). Uma (01) unidade de CAT ¢ definida como um mmol
de peréxido de hidrogénio consumido por minuto e a atividade especifica € calculada como

unidades/mg de proteina.

3.6 Anailise histologica

Ap6s os testes comportamentais, os animais foram anestesiados com uma dose letal de
tiopental sédico na dose de 100mg/kg de massa corporal por via intraperitoneal, submetidos a
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perfusdo transcardiaca com solugéo salina (0,9%) seguida de uma solu¢@o de paraformaldeido
(4%). Os encéfalos foram removidos, pesados ¢ mantidos na mesma solugdo de
paraformaldeido por 4 horas. Apds, foram crioprotegidos com solugdes de concentracdes
crescentes de sacarose 15% e 30%. A anilise da érea foi realizada no Bregma -3,80 mm, onde
foram medidas as areas do hemisfério total, estriado e hipocampo ipsi e contralaterais 3 lesdo.
As imagens das areas foram capturadas com uma camera de video acoplada a um microscopio

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

3.7 Anailise Estatistica

Foi verificada a normalidade dos resultados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
fins estatisticos, nos testes comportamentais, os animais dos grupos Sham, Sham+Extrato e
Sham+Veiculo foram analisados conjuntamente, uma vez que nio apresentaram diferencas
estatisticas significativas nos testes realizados. Os dados paramétricos foram submetidos &
andlise de varidncia (ANOVA) seguido do post hoc de Duncan para miltiplas comparagdes.
Quando necessario (memoria de trabalho no labirinto aquatico de Morris e andlise histologica,
foi usado teste ¢ pareado). Os dados nfo-paramétricos foram analisados pelo teste de
Kruskall-Wallis seguido peloso teste U de Mann-Whitney e/ou de Wilcoxon. A significimcia

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

4.1 Pesos

A ANOVA de medidas repetidas das pesagens feitas diariamente a partir do dia da HI
{entre oz DPN7 e 11) revelou uma interaglo entre o ganho de peso dos animais dos diferentes
grupos e os dias das pesagens (F(4,55)-3,98, p<0,05). Foram realizadas ANOV Az para cada
um dos dias, onde diferengas mignificativas foram encontradss no DPN10 (F(4,59)=4,54,
p<0,05) e PND11 (F(4,54)~4,83, p<0,05) onde o grupo HI+extrato teve um ganho de peso
inferior comparado aos demais grupos (Figura 4). No entanto, ¢sse efeito nio s¢ manteve apds
cessar 3 dminiztragio do extrato no DPN435, niio havendo diferenca significativa entre o peso

corporal dos animais nos diferentes grupos (Figura 5).

Ganho de Peso
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Figura 4, Ganho de peso, Os dados eqtfio expressos como peso(g) EP  ganhos em relaciio a0 dia da cimyrgia
{DPN7). n=7-13 enimais por grupo. ¥ ANOVA de medidas repetidas. Interagio entre prupo ¢ dis de pesagem.
*Diferente dos demais gropos.
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Nio houve diferenca significativa entre o peso corporal total ¢ encefilico dos animais

aos 45 dias. J& o peso do bago se mostrou reduzido nos animais dos grupos HI (F(4,49)=2,60

p<0,05) (Figura 5c).
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Figura 5. Peso corporal (a), do bago (b) ¢ do encéfalo (¢} dos animais aos 45 dias de vida. Os dados estio
expressos como média £EP do peso (g). n=7-13 animais por grupo. * Diferente des grupes HIL

4.2 Desenvolvimento sensério-motor

No teste do endircitamento a ANOVA evidenciou que os animais do grupo
HI+Fisostigmina e HI apresentaram um desempenho pior na tarefa comparado aos demais
grupos (F(4,58)=2,91, p<0,05) (Figura 6b). Os animais do grupo HI+Extrato novamente
tiveram laténcias similares aos do grupo Sham comparados aos demais grupos HI, mostrando

o efeito protetor do extrato sob o déficit motor na tarcfa causado pela HI. Néo foram
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encontradas diferengas significativas entre os grupos nos testes de geotaxia negativa (Figura

6a) e reconhecimento olfatério (Figura 6¢).
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Figura 6. Desenvolvimento sensorio-motor. Os dados estio expressos como média +EP do tempo para realizar
os testes de (a) Geotaxia Negativa, (b) Endireitamento, {c) Reconhecimento olfatério. n=7-13 animais por
grupo. *Diferente do Sham, (p<0,05).

4.3 Teste do Cilindro

Apos o0 PND30, a comparagéo entre o percentual de toques com as patas dianteiras
ipsilaterais e contralaterais a lesdo nio evidenciou diferencas significativas entre os grupos
experimentais como esperado nos grupos HI, havendo apenas uma tendéncia (p=0,06) do

grupo HI+Fisostigmina a usar com maior frequéncia a pata contralateral a lesfio (Figura 7).

28



100 - Teste do cilindro
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Figura 1. Teste do cilindro. As cohmas representam a porcentagens de toques. feitos com ax paiae ipeilateraia
{cohms d esquerda} e oontralstersis (pohma & direits} nas paredes do cilindro. p=7-13 enimsis por grupo
{p<0,05).

4.4 Testes Cognitivos
4.4.1 Labirinto Aquético de Morris: meméria de referéncia

A ANOVA de medidas repcbhdas evidenciou uma mtcragBo entre os dmas de
treitianento & 08 prupod experimentais, ¢m que ¢ gupo Sham foi diferente dos grupes HL O
grupo HI+Extrato diferiu dos demais grupos HI ¢ do Sham (F(4,45)=5,07, p<0,05). No
primeiro dia de treino nlio houve diferencas significativas entre oz grupos. No dia 2 do treino
a ANOVA revelon que o grupo Sham foi diferente dos demaix grupos, exceto do grupo HI
(F(4,49)=4,90, p<0,05). No dia 3 a ANOVA mostrou que o grupo Sham foi diferente de todos
o8 prupos exceto do grupe Hl+Extrato (F(4,49)=5,71, p<0,05). Bate efeito permanecen no dia
4, onde: 0 grupo HI+Exirseto teve desempenho igual ao grupo Sham e diferente dos grupos HI
¢ HI+Veiculp (F(4,49=7,98, p<0),05). No dia 5§ 8 ANOVA evidencion que ¢ grupo Sham foi

diferente de todos o= gropos excato do grupo HIHExtrato (F(4,49)=%,10, p<0,05) (Figura 8a).



No dia do teste (probe trial) os grupos HI tiveram desempenho inferior ao dos grupos

Sham e HI+Extrato, apresentando maiores laténcias para alcancar a zona da plataforma

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

Laténcia até a plataforma(s)

Meméoria de Referéncia

o Probe Trial

Tempo para encontrar a plataforma (s)

=¢=Sham =i=Hi 20 4
Hi+Velc  =s=HI+Fis i
eic 150 10
F=HI+Ext |
Sham

Figura 8. Labirinto aquatico de Morris. Memoéria de Referéncia. (2) Laténcia para encontrar a plataforma nas
sessdes de treino. Diferenca do Sham para os demais grupos, exceto HI+Extrato. *Diferenca do grupo
HI+Extrato para os demais grupos HI. {b) Laténcia para alcancar a zona da plataforma no dia do teste (probe
trial). *Diferentes dos grupos Sham e HI+Extrato. Os dados estdio expressos como média £EP. N=7-13 animais
por grupo. (p<0,05).

4.4.2 Labrinto Aquatico de Morris: memoria de trabalho

No protocolo d¢ memdria de trabalho o trial 1(aquisicdo) nfio evidenciou diferengas
entre os grupos apds a ANOVA. No trial 2 (indice de retengéio) o grupo HI teve desempenho
significativamente pior comparado ao grupo Sham (F(4,49)=3,57, p<0,05). Quando analisada
a diferenca entre os trials 1 e 2 usando o teste t-parcado, apenas ¢ grupo HI nio demonstrou
ter aprendido a tarefa, mantendo o tempo de laténcia similar entre os trials 1 e 2. Os demais
grupos, Sham (=4,02; p<0,05), HI+Veiculo (£=2,77; p<0,05), HI+Extrato (+=2,68; p<0,05) ¢
HI+Fisostigmina (=4,19; p<0,05) apresentaram diferenca entre o primeiro e segundo trials

indicando um aprendizado da tarefa (Figura 9).
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Figura 9. Labirinto aquético de Momris. Maemiria de trabalho. Laténcia para encontrar a plataforma nas sessdes
de treino na primeira tentativa (trial 1 - coluna A ezquerda) e zepunda tentativa (trial 2 - coluna 4 direita). Os
dados estio expressos como média +EP. n=7-13 animais por grupo. (p<0,05). *Diferencs entre o trials 1 ¢ 2. ¥
Diferenga sntre grupos Sham e HI.

4.4.3 Esquiva Inibitéria

O teste de Kruskall- Wallis evidenciou diferencas significativas entre os grupos
experimentais quando testada a memiria de longa duraglio (H=13,48 p<0,05) (Figura 10). O
teste de Wilcoxon revelou diferencas entre treino e testes de curta e longa duracfio no grupo
Sham (Z—3,32, p<0,05; Z—3,29 p<0,05, respectivamente). O mesmo teste revelou que o
grupe HI+Extrato teve o mesmo padrio de aprendizado comparando treino e memdria de
curta duragho (Z—=2,52 p<0,05), treino ¢ longa durago (Z=2,52 p<0,05). O gmpo
HI+Fisostigmina teve o pior desempenho na tarefs, em especial no teste de longa duragdo, em

que teve desempenho gignificativamente pior comparado aog demais grupos.
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Figora 10. Esquiva inibitoria. Laténcia para deacer da plataforma no treino (bamra 4 eaquerda), teste da memdria
de curta duraciio (barra central) ¢ da meméria de longa duragiio (barre & direita). Os dados representam a
mediana e percentia 25 e 75%. 1=7-13 animais por grupo. *Diferenca dos grupes comparades so treino.

§Diferenca para 05 demais grupos no tegte de memdria de longa duraciio. (p<0,05).

4.6 Andlise Bioquimica

Os resultados da atividade da BuchE sérica no DPN45 mostram uma reducio da

atividade dessa enzima nos grupos HI, exceto no grupo HI+Extrato (F(6,52)—4,53 p<0,05)

(Figura 11).

Atividade da BuchE no soro no DPN45

PmoelACSCh/h.mg proteina)

Sham

BuchE

ﬁ

Sham+Veic Sham+Ext

ﬁ

HH-Veic

&=

]

HI+Fiso

HI+Ext

Figora 11, Atividade da enzima BuchE no soro ne DPN45, Dados expressos em umol ACSCh/h.mg de proteina
+EP, n=5-11 smimaig por grupo, (p<0,05) *Diferente do grupo Sheam,
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A anilise de par8metros de estresse oxidativo e atividade anti-oxidante no bago
realizados no DPN435 revelou que houve um aumento na formaglio de espécies reativas de
oxigénio (através do aumento na produgéio de DCF) no grupo HI em comparagio ao grupo
Sham (F(6,52)=4,53 p<0,05); esse aumento foi revertido no grupo HI+Extrato (Figura 12a).
Quanto 3s enzimas anti-oxidantes, a superéxido dismutase (SOD) teve sua atividade reduzida
em todos os grupos HI em comparagfio ao grupo Sham (F(6,52)=5,30 p<0,05) (Figura 12b),
assim como a catalase (CAT) (F(6,47)=7,89 p<0,05) (Figura 12c). A administracio do extrato

ndo foi capaz de reverter esse efeito.
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Figura 12. ParAmetros de estresse oxidativo no bago no DPN4S5. (a) Formagio de DCF (nmol/mg
de proteina +EP); (b) Atividade da enzima SOD (U/mg de proteina +EP); (c) Atividade da enzima CAT (U/mg
de proteina £EP), (p<0,05) *Diferente do Sham.,

4.7 Anilise Histologica
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A andlise estatistica da drea dos hemisférios, assim como dos estriados ipsi e
contralaterais 4 lesfio na regido do Bregma -3,80mm (Imagem dos cortes na figura 14) ndo
evidenciou diferencgas significativas entre os grupos (Figuras 13a ¢ 13c). A analise das arecas
dos hipocampos revelou diferenga entre a area dos hipocampo ipsi e contralaterais, apenas nos
grupos HI e HI+veiculo (t=-2,92; -15,06, p<0,05 respectivamente). A comparagcio da 4rea do
hipocampo ipsilateral 4 lesfio revelou que os grupos HI ¢ HI+Veiculo possuem uma drea

significativamente menor que a do grupo Sham (F(4,23)=3,06 p<0,05) (Figura 13b).
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Figura 13. Anilise histolégica das dreas (a) dos hemisférios, (b) hipocampos e {c) dos estriados ipsilaterais
{coluna A esquerda) e contralaterais (coluna & direita) & ocluslio da cardtida avaliadas na regifio do Bregma -
3,80mm. Os dados expressam a drea (mm?) +EP. n= 4-6 animais grupo. (d) Area do hipocampo. Os dados estsio
expressos como porcentagem +EP da 4rea do hemisfério direito representada pelo hipocampo ipsi [(Area do
hipocampo ipsilateral/Area do hemisféio ipsilateral)x100] e contralateral hipocampo contra [(Area do hipocampo
contrateral/Area do hemisféio contra)x100]. n=7-13 animais por grupo. *Diferente do grupo Sham. *Diferente
do lado contralateral. {p<0,05).
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Outro resultado importante foi obtido pela anilise da porcentagem da drea ocupada
pelo hipocampo em cada hemisfério; isto nos revelou que nos grupos HI e HI+Veiculo o
hipocampo representa uma 4rea significativamente menor no hemisfério ipsilateral & lesfo em

comparacio ao hemisfério contralateral (F(4,23)=3,24 p<0,05) (Figura 13d).

(b) (c)

Figura 14. Imagens respresentativas dos encéfalos dos animais dos grupos () Sham (b) HI e (¢) HI+Extrato no
Bregma -3,80mm.
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5. DISCUSSAO

Nesse trabalho investigamos os efeitos da administragdo do extrato de Huperzia
quadrifariata no modelo experimental de HI neconatal. Observamos, como esperado, o efeito
prejudicial da HI em pardmetros comportamentais, histologicos e bioquimicos. Nosso estudo
mostra que o extrato de Huperzia quadrifariata reduzim os efeitos da HI em alguns dos
parimetros avaliados, possivelmente por possuir o potencial de inibir a enzima AchE, que
possui um importante papel no sistema colinérgico, que € alterado pela lesdo hipoxico-

isquémica (Pimentel et al., 2013).

O desenvolvimento dos animais foi avaliado a partir da anilise dos pesos e de testes
sensério-motores apos a HI. O ganho de peso entre DPN7 ¢ 11 ndo revelou prejuizo do
desenvolvimento nos grupos HI (Figura 4). Porém, o grupo HI+Extrato mostrou um ganho de
peso significativamente menor que os demais grupos nesse intervalo. Esse efeito,
provavelmente se deve a outras propriedades desse extrato, nio apenas as inibidoras da AchE,
visto que esse € um extrato dos alcaldéides da planta e possui, portanto, propriedades ainda
nio conhecidas que podem provocar alteragGes metabolicas ainda ndo estudadas. Ao final dos
experimentos (DPN45), nfo houve diferenca significativa entre os grupos, o que sugere que as
alteragGes provocadas pelo extrato € que atrasaram o ganho de peso dos animais ja néo

possuem influéncia sobre seu crescimento.

Entre as medidas do desenvolvimento sensério-motor abordadas (Figura 6), apenas o
reflexo de endireitamento se mostrou alterado pela HI, tendo esse efeito sido parcialmente
revertido nos animais do grupo HI+Extrato. O grupo HI+Fisostigmina apresentou um
desempenho inferior comparado ao grupo Sham nesse teste. Uma possivel explicagdo para
esse resultado € 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 mg/kg aplicados i.p.) ndo prejudica a fungédo
locomotora, enquanto doses mais altas (0,3 mg/kg aplicados i.p.} tém efeito prejudicial em

testes locomotores como o teste de locomogéo esponténea.

Ap6s o DPN30 realizamos o teste do cilindro a fim de avaliar a capacidade motora dos
animais. N#o foi detectado nenhum déficit motor significativo, porém, o grupo
HI+Fisostigmina teve um desempenho pior comparado aos demais grupos (Figura 7), o que
refor¢a a hipétese de que a dose de fisostigmina tenha sido muito alta e causado déficits
motores. E importante ressaltar que esses danos ao sistema motor podem ter prejudicado o

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

A lesdo HI é caracterizada por provocar déficits cognitivos em diferentes tipos de
memoria: espacial, de trabalho e aversiva ja bem descritos na literatura € por nosso grupo
(Arteni et al, 2010; Pereira et al., 2007). Nesse trabalho observamos o efeito protetor do
extrato sobre os déficits causados pela lesio HI 8 memoéria de referéncia durante o treino
(Figura 8a) e ao avaliar o tempo de laténcia para chegar 4 zona da plataforma no dia do teste
(Figura 8b). Nossos resultados sfo semelhantes aos encontrados por Wang e colaboradores
(2002) que administrou Huperzina A (substincia obtida de uma planta chinesa que pertence
ao mesmo género que a Huperzia quadrifariata) ap6s a HI € um modelo de hipoperfuso 2VO
(Wang et al., 2010) e obteve um efeito protetor dessa substincia no desempenho desses

animais no Labirinto aquatico de Morris.

Ao avaliarmos a memoria de trabalho, verificamos que ela foi afetada somente no
grupo HI (que nfio evidenciou diminuig¢dio na laténcia do primeiro trial em comparagdo 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 lesfio. O efeito do

veiculo (DMSO) pode ser explicado por suas propriedades neuroprotetoras (Rivers-Auty &
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Ashton, 2013; Bardutzky, 2005). Porém, a literatura € divergente quanto ao uso de inibidores
de AchE e melhora na meméria de trabalho. Estudos mostram que os efeitos dos inibidores de
AchE ndo melhoram a capacidade cognitiva na memoria de trabalho, como demonstrado por
Nagakura e colaboradores (2013), que nio observaram melhora na memdria de trabalho
utilizando o Y-maze ao testarem a administragio de Donepezil, um inibidor de AchE em um

modelo de doenga de Alzheimer.

Outro teste cognitivo realizado foi a esquiva inibitéria, a fim de avaliar a memoria
aversiva de curta e longa duragéio. Esse teste demonstrou o prejuizo causado pela lesdo HI que
foi revertido pelo extrato nos testes de memoria de curto e de longo prazo. Os Gnicos grupos
que recordaram a experiéncia aversiva quando testada a memoria de longa duragdo foram os
grupos Sham e HI+Extrato (Figura 10). Nossos resultados corroboram os de Csernansky e
colaboradores (2005), que demonstraramn que inibidores de AchE tém a propriedade de
melhorar a memdria aversiva na tarefa de medo condicionado em um modelo de
esquizofrenia, Como mencionado anteriormente, 0 desempenho dos animais do grupo
HI+Fisostigmina nessa tarefa foi o pior. A alta dose da fisostigmina pode ter causado déficits
motores que prejudicaram o desempenho desses animais nos testes cognitivos, ainda que a

anilise da area da lesdo ndo evidencie dano histologico significativo.

A lesdo HI afeta diversas estruturas encefalicas dentre as quais se destaca o hipocampo
(Furukawa et al. 2013; Arteni et al. 2010;Towfighi et al,, 1996). No presente trabalho
encontramos uma diminui¢iio da lesdo (verificada pela area hemisférica) nos grupos
HI+Extrato e HI+Veiculo (Figura 13a). Também foi observada uma protegio 2 lesdo
hipocampal nos grupos que receberam tratamento com os inibidores da AchE
(HI+Fisostigmina ¢ HI+Extrato) (Figura 13b). Esses resultados estdo de acordo com estudos
demonstrando que agonistas de Ach diminuem a extens3o da les3o, enquanto antagonistas de
Ach a 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 lesdo hipocampal provocada pela HI.
A preservagio dos hipocampos no grupo tratado com o extrato ajuda a responder a explicar o

melhor desempenho nas tarefas cognitivas.

Virios sistemas sdo afetados pela HI (Volpe, 2008). Um deles ¢ o sistema imune,
estudos demonstram que hd uma redugfio do tamanho do bago e aumento na producio de
espécies reativas de oxigénio no mesmo ap6s a HI (Jellema et al., 2013; Fathali 2013). Nesse
trabalho nota-se que o peso do bago € maior no grupo Sham comparado aos dos grupos HI
(figura 5c). A analise bioquimica de alguns pardmetros de estresse oxidativo no bago
mostraram uma redugio na atividade das enzimas anti-oxidantes SOD e CAT em todos os
grupos submetidos a4 HI quando cornparados ao grupo Sham. A atividade dessas enzimas ¢
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 lesio HI no bago,
possivelmente por sua agdo anti-inflamatoria provocar uma diminui¢do na atividade desse
orgio, reduzindo a lesdo causada pela HI. O bloqueio da formagio de espécies reativas em
tecidos periféricos causado por uma lesio no sistema nervoso apdés o tratamento com
inibidores de AchE ji foi descrita Kutsuna e colaboradores (2010), num estudo com

fisostigmina administrada apds a isquemia/reperfusio cerebral.

Pimentel e colaboradores (2013) demonstraram que a atividade da enzima AchE no
sangue € aumentada apés HI. Uma medida indireta da atividade da AchE € obtida pela
atividade da BuchE. Nossos resultados evidenciam que, mesmo apos 38 dias da leséo HI essa
enzima tem sua atividade reduzida em todos os grupos que sofreram a lesdo, exceto nos
animais do grupo HI+Extrato, que possuem niveis iguais aos apresentados pelo grupo Sham.
Uma possivel explicagio para essc resultado a acfio protetora do extrato no sistema

colinérgico contra os danos causados pela lesdio hipdxico-isquémica.,
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A resposta imune ¢ um importante componente da lesdo HI, sendo a les@io mais severa
quanto maior for essa resposta. O sistema colinérgico inibe a resposta imune (Furukawa et al.
2013, Karimi 2010 e outros) e inibidores da AchE apresentam agéo neuroprotetora em
diversas lesdes e patologias que afetam o sistema nervoso, tais como a lesdo encefilica
traumdtica (Holschneider et al. 2011), a isquemia reperfusio (Kutsuna et al. 2010), o autismo
(Karvat et al. 2013), a esquizofrenia (Csernansky et al. 2005), a doenga de Alzheimer
(Schwarz et al., 2012), a doenga de Huntington (Park et al. 2008} ¢ lesdo hipéxico isquémica
(Wang et al, 2002). Sugerimos que as melhoras cognitivas e histologicas observadas no
grupo HI+Extrato devem-se a inibi¢gio da AchE que havia causado uma maior ativagio dos
sistema colinérgico e por consequéncia uma inibig@o no sistema imune, o que reduziu a lesdo
e minimizou os déficits cognitivos causados pela HI. Contudo, em fungfio do curto prazo, nfio
foram realizadas analises diretas da atividade do sistema imune. Experimentos ja estdo estdo
sendo conduzidos em que serdo verificados os niveis de citocinas (IL-1beta ¢ TNF-alfa) nos

DPN11 e 45 a fim de vericar o efeito do tratamento com o extrato sobre a HI.

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 terapéutica na lesio HI, revertendo os déficits cognitivos e morfoldgicos

causados pela lesdo.
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6. CONCLUSOES GERAIS

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

a) reduz os déficits cognitivos causados pela lesdo HI em tarefas de meméria espacial
e aversiva,

b) reduz lesdo encefalica provocada pela lesdo HI, principalmente no hipocampo;
c) reduz o aumento da formacgfo de radicais livres no baco causado pela HI;
d) reverte a diminuigéo da atividade da BuchE no soro provocada pela HI,;

e) possui acdo neuroprotetora sobre os efeitos metabélicos, morfolégicos e
comportamentais causados pela hipéxia-isquemia neonatal.
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