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RESUMO

A exposicao fetal ao etanol (EtOH) e metilmercario (MeHg) ocorre em uma frequéncia
elevada em todo o mundo. Até, entdo, ndo ha uma terapia eficaz para tratar as
consequéncias comportamentais produzidas por ambos os neurotoxicantes. Visto que
plantas da medicina tradicional tém sido usadas pelo homem para aliviar uma
variedade de doengas, estas também podem ser investigadas como alternativa para
aquele problema de saude. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos
do extrato etandlico (EE) obtido dos bulbos da Cipura paludosa na locomogao e nos
comportamentos de ansiedade, depressao e memdéria de curta e longa duragao, em
ratos adultos expostos ao EtOH e/ou MeHg, durante o desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC). Adicionalmente, foram medidos em tecidos cortical,
hipocampal, cerebelar e de figado, enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase dependente de selénio (Se-GPx) e os niveis de peroxidacao
lipidica, pelos métodos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e
pelo alaranjado de xilenol. Ratas gravidas Wistar receberam agua de torneira ou 6,5
g/kg de EtOH (22,5% p/v) durante a gravidez e amamentagdo. No 15° dia de
gravidez, os animais de cada grupo foram subdivididos em dois outros para
receberem 8 mg/kg de MeHg ou continuarem recebendo agua de torneira. Todos os
experimentos foram realizados com as proles adultas. Cada grupo recebeu EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou salina, administrados cronicamente durante 14
dias. O tratamento com todas as doses do EE melhorou a memoria social de curta
duragédo, bem como, na dose de 100 mg/kg, facilitou a retengdo da memoria de curta
e longa duragdo, em ratos submetidos ao teste da esquiva inibitéria. O EE
demonstrou efeitos do tipo antidepressivos e ansioliticos, sem alterar a atividade
locomotora. Além disso, o EE reduziu o comportamento de ansiedade nos grupos de
EtOH e MeHg, bem como o comportamento tipo depressivo induzido pelo MeHg e
EtOH+MeHg. O EE também mostrou uma melhora na meméria social nos animais
expostos prenatalmente ao MeHg e/ou EtOH+MeHg além de facilitar a retencao da
memoria de curta e longa duracado nos grupos de EtOH, MeHg ou EtOH+MeHg. Além
disso, a exposi¢do aos neurotoxicantes diminuiu os niveis de CAT no tecido cortical
dos animais do grupo do MeHg e esse efeito foi revertido pelo tratamento crénico
com todas as doses do EE da C. paludosa. Os niveis de CAT também foram
diminuidos no tecido de figado dos animais do grupo do MeHg, sendo este efeito
revertido pelo EE. Uma diminuicdo significativa dos niveis de Se-GPx foi observada
nos tecidos cortical e cerebelar do grupo do EtOH e no tecido cerebelar do grupo do
MeHg, sendo esse efeito revertido pelo EE da C. paludosa. Os resultados
apresentados mostraram um aumento nos niveis de TBARS no grupo EtOH no tecido
hipocampal e no tecido cerebelar nos grupos EtOH, MeHg e EtOH+MeHg. Resultado
semelhante foi observado no ensaio de alaranjado de xilenol, exceto no grupo
EtOH+MeHg que nao apresentou diferencga significante. Além disso, a exposi¢ao ao
neurotoxicantes diminuiu os niveis de CAT no tecido cortical dos animais do grupo do
MeHg e esse efeito foi revertido pelo tratamento crénico com todas as doses do EE
da C. paludosa. Em conjunto, estes resultados sugerem que a intoxicdo de EtOH e/ou
MeHg durante o desenvolvimento do SNC pode ser um risco para a homeostase
celular e consequentemente a fungdes neurocognitivas. Os dados também indicaram
que o EE apresenta componentes com propriedades ansioliticas, antidepressivas,
mnemaonicas e antioxidantes, cujos mecanismos pelos quais ele produz esses efeitos
precisam ser mais bem investigados e devem ser considerados para pesquisas
futuras. Assim, os dados deste trabalho confirmam a utilizacdo popular da C.
paludosa e mostra a potencialidade terapéutica desta planta como um possivel
fitoterapico.
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ABSTRACT

Fetal exposure to ethanol (EtOH) and methylmercury (MeHg) occurs at a high
frequency worldwide. So far, there is no effective therapy to treat the behavioral
consequences produced by both neurotoxicants. Since traditional medicine has
been used by humans to alleviate a variety of diseases, it can be investigated as
an alternative for this health issue. The aim of this study is to investigate the
effects of ethanolic extract (EE) obtained from bulbs of C. paludosa on locomotion
and on anxiety, depression-like behaviors and short- and long-term memory of rats
exposed to EtOH and/or MeHg during central nervous system (CNS)
development. Additionally, the antioxidant enzymes antioxidantes catalase (CAT)
and selenium-glutathione peroxidase (Se-GPx) and lipid peroxidaction levels, by
assayed as thiobarbituric acid reactive substances —TBARS) and xylenol orange
complex methods, were measured in cortical, hippocampal, cerebellar, and kidney
tisues. Pregnant Wistar female rats received tap water or 6.5 g/kg of EtOH (22.5%
w/v) during pregnancy and breast-feeding. On the 15" day of pregnancy, half of
each group received tap water or 8 mg/kg of MeHg. Adult offspring were used in
the experiment. Each group received EE of C. paludosa (1, 10 or 100 mg/Kg, p.0.)
or saline administered chronically for fourteen days. The EE demonstrated
anxiolytic- and antidepressive-like effects without changing the locomotor activity.
Moreover, EE reduced the anxious behavior in EtOH or MeHg groups, and the
depressive behavior in MeHg or EtOH+MeHg groups. The EE also improved the
short-term social memory in MeHg or EtOH+MeHg groups and facilitated the
retention of short- and long-term memory in EtOH, MeHg or EtOH+MeHg groups.
Moreover, the CAT levels were dimuished in MeHg group in the cortical tissue and
this effect was reversed by chronical treatment with all doses of the EE of C.
paludosa. The CAT levels were also diminuished in the liver tissue in MeHg group
and this effect was reversed by EE. A decreased in the Se-GPX levels were
observed in EtOH group (cortical), EtOH, MeHg and EtOH+MeHg (cerebellar)
tissues. However, in cortical and cerebellar tissues was observed an increase in
EtOH+MeHg group. Our results showed increased lipid peroxidation (TBARS) in
EtOH group in the hipocampal tissue and in the EtOH, MeHg and EtOH+MeHg
groups in the cerebellar tissue compared to control. A same result was observed
in the xylenol orange assay, except to EtOH+MeHg group that did not have
significant difference compared to control. Taken together, the results suggest that
EtOH and/or MeHg exposure during CNS development may be a risk for cellular
homeostasis and consequently for neurocognitive functions. Our results also
demonstrated that EE of C. paludosa improved the same behavioral
consequences produced by EtOH and/or MeHg contamination. They also
indicated that EE components have anxiolytic, antidepressant and mnemonic-like
properties, whose mechanisms by which such effects are produced need to
undergo investigation and should be considered for future researches. Thus, data
from this study confirm the popular use of C. paludosa and shows the therapeutic
potential of this plant as a possible herbal medicine.
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l. INTRODUCAO GERAL




1.1. SUSCEPTIBILIDADE DO CEREBRO EM DESENVOLVIMENTO AOS AGENTES
NEUROTOXICOS

A neurotoxicidade é uma mudanca estrutural ou uma alteracao funcional do
sistema nervoso (SN), resultante da exposicdo aos agentes quimicos, biolégicos
ou fisicos. Em seres humanos adultos, esses agentes tém seus principais efeitos
no sistema nervoso periférico (SNP) e, com menor frequéncia, no sistema
nervoso central (SNC), isto porque este Ultimo é protegido pela barreira
hematoencefalica, a qual previne a passagem de muitos agentes téxicos
endogenos e exdgenos ao cérebro. No entanto, quando se trata do SNC em
desenvolvimento, este passa a ser muito mais vulneravel aos danos por
neurotoxicos do que o SNC de individuos adultos (Costa e cols., 2004; Guerri e

cols., 2009; May, 2000).

Diversas estruturas do SNC sao formadas em diferentes fases do
desenvolvimento. A migracdo celular € um importante processo que ocorre
durante o desenvolvimento cerebral, onde os neurbénios atingem um local-alvo. O
contato entre essas células é importante para a formacao dos circuitos neurais
que interagem, uns com 0s outros, para integrar todas as func¢des centrais. Esta
circuitaria complexa, que envolve as comunicacoes entre as células nervosas, é
responsavel por todas as atividades que ocorrem no SNC. Quaisquer
interferéncias com a migracao celular, como a que ocorre pela presenca de
neurotéxicos, podem levar aos graves efeitos deletérios no desenvolvimento do

cérebro (Castoldi e cols., 2001; LoPachin e Aschner,1993; Ransom e cols., 2003).

Os varios estagios de desenvolvimento do cérebro humano, os quais

apresentam variacbes na taxa de crescimento entre diferentes mamiferos,



dependem da duracdo da gravidez (Bayer e cols., 1993; Passingham, 1985). O
periodo da organogénese é marcado por progressivas subdivisbes das camadas
germinais, resultando na diferenciagdo rudimentar de o6rgaos, que poderia
representar um estagio particularmente sensivel da gravidez aos efeitos
teratogénicos. O periodo organogénico do desenvolvimento em ratos inclui do 7°-
142 dias gestacionais, que corresponde a 32-82 semanas da gravidez humana
(Costa e cols., 2004). Neste periodo, se da um intenso desenvolvimento do SNC.
Durante esta fase, a exposicao a determinados neurotéxicos, como por exemplo o
etanol (EtOH) e/ou metilmercario (MeHg), pode resultar em retardos do
crescimento e anormalidades estruturais cerebrais, que podem se manifestar,
entre outros aspectos, por meio de alteracbes comportamentais (Becker e cols.,

1996; Bertossi e cols., 2004; Davidson e cols., 2004).

Varios estudos tém mostrado o efeito do EtOH ou MeHg envolvidos no
processo de neurotoxicidade e sua ligacdo com o estresse oxidativo, por
aumentarem a producao das espécies reativas de oxigénio (EROs), como um dos
principais fatores desencadeantes das doencas neurodegerativas (do Nascimento
e cols., 2008; Franco e cols. 2007; Roos e cols., 2009; Zima e Kalousova, 2005;

Yin e cols. 2007).

1.2. IMPORTANCIA DOS ESTUDOS ENVOLVENDO ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo definidos como qualquer espécie que contém um ou
mais elétrons desemparelhados, capazes de existirem de forma independente
(Halliwell e Gutteridge, 1999). O oxigénio no seu estado fundamental apresenta
dois elétrons desemparelhados e pode atuar como agente oxidante.

Coletivamente, sdao chamados de EROs os componentes derivados do oxigénio,



tanto radicais - superdéxido (O."), hidroxil (OH"), peroxil (RO2"), alquoxil (RO®) e
hidroperoxil (HO,"), quanto ndo-radicais - peréxido de hidrogénio (H.0,), acido
hipocloroso (HOCI), ozénio (O%), oxigénio singlet ('O,) e peroxinitrito (ONOO)

(Halliwell e Gutteridge, 1999).

As EROs sao geradas por todas as células aerdbicas, como subprodutos
de varias reacdes metabdlicas e em resposta aos diferentes estimulos (Aliev e
cols., 2008; Bennett e cols., 2009). Sob condicdes especificas de estresse, os
niveis de EROs excedem a capacidade antioxidante da célula, estabelecendo
uma condicdo de desequilibrio referida como estresse oxidativo (Costa e
Moradas-Ferreira, 2001). Esta situacdo pode derivar-se de uma baixa no sistema
de defesa antioxidante decorrente da deplecdo de componentes de tal sistema ou
de mutagbes que comprometam seu funcionamento. O quadro de estresse
oxidativo também pode resultar da producdo aumentada de EROs decorrente da
exposicao aos compostos que as geram e/ou ativam sistemas geradores de
EROs e/ou condicdes de hiperdxia ou, ainda, ambas as condicoes (Costa e

Moradas-Ferreira, 2001).

O equilibrio no sistema enzimatico de defesa antioxidante da célula precisa
ser mantido em perfeito funcionamento para garantir a homeostase da célula e,
consequentemente, do organismo. Muitas desordens neurodegenerativas e
neoplasias tém sido relacionadas as disfuncdées no sistema antioxidante celular
(Ballatori e cols., 2009; Bennett e cols., 2009). Diversas doengas humanas tém os
radicais livres como componentes etiol6gicos ou, pelo menos, contribuintes para o
seu desenvolvimento. Dentre elas aparecem as doencas neurodegenerativas e as

neuropsiquiatricas, como a ansiedade, depressdo, doencas de Alzheimer e



Parkinson, entre outras (Berk e cols., 2008; Halliwell 2006; Liu e Schubert, 2009;

Ng e cols., 2008).

Evidéncias, cada vez mais consistentes, sugerem que o estresse oxidativo
esta envolvido no mecanismo da neurotoxicidade induzida pelo B-amiléide, um
peptideo presente nas células cerebrais, constituindo-se uma caracteristica
constante da doenca de Alzheimer (Bennett e cols.,, 2009; Shearer e Szalai,
2008). Além disso, Wei e cols. (2009) demostraram o estresse oxidativo como um
dos fatores responsaveis pela depressdo em pacientes com cancer colo-retal.
Hovatta e cols. (2005) mostraram que os genes glioxalase | e glutationa redutase
I, envolvidos no processo de estresse oxidativo, sdo responsaveis pelo
comportamento de ansiedade em camundongos. Além disso, estudos recentes
tém mostrado a importancia de propriedades de espécies vegetais, e seus
derivados, no combate aos radicais livres, responsaveis pelo desencadeamento
de doencas degenerativas, mediadas por estresse oxidativo (Bai e cols., 2010;

Dornas e cols., 2007; Jung e cols., 2009; Lopes-Revuelta e cols., 2006)

1.3. RECURSOS DA REGIAO AMAZONICA

A Cipura foi o primeiro género descrito por Aublet (1775), o qual foi
baseado na Cipura paludosa (Figura 1). A C. paludosa € uma espécie herbacea
conhecida popularmente como alho do mato, alho da campina, alho do campo,
cebolinha do campo, coqueirinho, coquinho e vareta (Braga, 1960; Corréa, 1994)
e caracterizada principalmente por seus bulbos carnosos (Goldblatt, 1990, 1998;

Goldblatt e Henrich, 1987; Sengupta e Sen, 1988).



O género estende-se do Paraguai e parte meridional do Brasil até a parte
central do México e Cuba, fazendo parte de uma das riquezas de nossa
Amazébnia brasileira. Esse género apresenta nove espécies: C. cubensis Griseb,
C. formosa Ravenna, C.gigas Celis, Goldblatt & Betancur, C. inornata Ravenna,
C. insularis Ravenna, C. paludosa Aublet, C. paradisiaca Ravenna, C. rupicola
Goldblatt & Henrich e C. xanthomelas Mart. (Celis e cols., 2002; Ravenna, 1988).
A C. paludosa é a espécie mais amplamente distribuida, enquanto que as outras

sao de localizacéo restrita (Celis e cols., 2002).

(A) | (B)

Y ANV

Foto: Greice Lucena

Figura 1: Flores (A) e bulbos (B) da C. paludosa Aubl.

O interesse em se estudar a C. paludosa se deu a partir de uma viagem ao
campo, realizada na Hidrovia do Rio Madeira, em que um espécime deste género,
encontrado nas comunidades de Cujubim Grande e Itapirema (em Rondénia), foi
apontado pela populacao tradicional ribeirinha como eficaz, na forma de cha, no

combate as doencas renais, diarréia, inflamacgdes e processos dolorosos.

Assim, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou, pela primeira vez, que o
extrato etandlico (EE) preparado apartir dos bulbos da C. paludosa (Figura 1B)
apresentou varias respostas farmacoldgicas de analgesia de origem central e
antiinflamatéria, em ratos e camundongos (Lucena e cols., 2007a). Estes

resultados confirmaram que a C. paludosa, planta utilizada pela populacao



tradicional ribeirinha de Rondbnia para o tratamento da dor e inflamacao,
realmente era dotada de significativa atividade antinociceptiva (analgésica) e
antiinflamatéria, quando analisada em diferentes modelos de nocicep¢ao quimica,

térmica e mecanica, em camundongos e/ou ratos.

Resultados posteriores demostraram que o mesmo extrato de C. paludosa
também apresentou efeito neuroprotetor sobre a intoxicagdo decorrente da
administracao oral de MeHg, em camundongos (Lucena e cols., 2007b). Diante
desses dados preliminares, foi possivel prever que, talvez, novas perspectivas
terapéuticas pudessem estar surgindo no combate aos efeitos deletérios

decorrentes da intoxicacao pelos neurotéxicos em estudo (EtOH e/ou MeHg).

Atualmente, ha grande interesse na terapia e prevencao desses efeitos
deletérios produzidos por esses neurotdxicos, e o racional para tais terapias é
baseado em algumas premissas. Primeiro, o avango na Neurobiologia tem
identificado sistemas de neurotransmissores que contribuem para o inicio e para a
manutencdo do consumo de bebida alcodlica. Um entendimento de como
mudancas especificas nas fungdes desses sistemas afeta a susceptibilidade ao
alcool, fornece um ponto de partida para o desenvolvimento de medicamentos.
Segundo, novas drogas que reduzem os efeitos deletérios decorrentes do
consumo de alcool e suas associacdes em animais, podem também reduzir esses
efeitos em humanos. Terceiro, 0 desenvolvimento de medicamentos sugere novas

perspectivas no avango de novas farmacoterapias de fontes naturais.

No que se refere as alteracdes dos processos cognitivos, na atual situacéao
da saude publica, um dado que gera preocupacao e vem alarmando a populacéo,

€ o0 aumento progressivo do numero de pessoas com doencas



neurodegenerativas, 0s escassos recursos disponiveis para tratamento adequado
e a baixa (ou nenhuma) probabilidade de cura. Os diversos recursos naturais
renovaveis da Amazbnia sdao um reservatério para a busca de solucbes de
tratamento (por meio do screening de biofarmacos) que possam atenuar ou
reverter os quadros degenerativos. Modelos experimentais de neuroprotecao

podem ser usados para investigar algumas dessas riquezas naturais.

Diante da biodiversidade da Amaz6nia e a enorme riqueza quimica das
plantas, constitui-se um desafio aos pesquisadores da regido nao so isolar, mas,
principalmente, investigar as suas propriedades biolégicas, tendo em vista que
grande parcela da populagao utiliza-se de plantas para amenizar seus males. As
propriedades medicinais dessas plantas ainda tém os seus usos difundidos
apenas com base em observagdes que a populacdo nativa sempre fez delas

(etnofarmacologia).

Com relacdo a essas alternativas medicinais da Regidao Amazdnica, fazem-
se necessarios estudos que busquem identificar essas propriedades, podendo vir
a contribuir para a descoberta de novas alternativas terapéuticas. Um retorno as

populacdes locais representa melhorias substanciais na qualidade de vida delas.



Il. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do EE da C. paludosa nas respostas
neurocomportamentais e bioquimicas de ratos adultos, expostos ao EtOH e/ou

MeHg durante o desenvolvimento do SNC.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Avaliar os efeitos dos tratamentos agudo e crénico do EE da C. paludosa
nos modelos de locomocado, ansiedade, depressdo € memdria em ratos

adultos;

v' Avaliar o possivel envolvimento do sistema adenosinérgico em ratos
adultos tratados agudamente com o EE da C. paludosa, nos modelos de

membéria social e espacial do tipo “step-down”;

v' Verificar os comportamentos de locomocdo, ansiedade, depressado e
memodria social e espacial de ratos adultos, expostos ao EtOH e/ou MeHg,

durante a vida intrauterina e lactacional;

v'Avaliar os sistemas de defesa antioxidante e o dano oxidativo, em tecidos
cerebrais e de figado, dos animais expostos aos neurotéxicos e com a

possivel acdo neuroprotetora do EE da C. paludosa.



CAPITULO 1

Cipura paludosa
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EFEITOS DO TRATAMENTO AGUDO DO EE DA C. paludosa

1. INTRODUCAO

1.1. Importancia dos produtos naturais

A utilizacédo da flora para fins medicinais € uma pratica tdo antiga quanto a
civilizacdo e compde um dos principais aspectos da medicina tradicional. As
plantas medicinais sdo importantes para muitas comunidades tradicionais, pois,
através delas, tratam suas enfermidades. O conhecimento sobre os seus usos, na
maioria das vezes, é transmitido de geragcdo em geracdo. Assim, as plantas
formam verdadeiras farmacias naturais, constituidas por plantas nativas e
exoticas, que crescem em diversos ambientes. Estudos de novos medicamentos

geralmente partem do conhecimento tradicional gerado por estas comunidades.

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), mais de 3,5 bilhdes de
pessoas no mundo dependem das plantas medicinais para seus cuidados
primarios de saude (Balick e Cox, 1993; Bekalo e cols., 2009). No Brasil 20% da
populacdao consomem 63% dos medicamentos alopaticos, o restante encontra nos
produtos de origem natural, especialmente as plantas medicinais, uma fonte
alternativa de medicacéao (Foglio e cols., 2006). Em todo o mundo, apenas 17%
das plantas foram estudadas, de alguma maneira, quanto ao seu emprego
medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos

fitoquimicos e farmacolégicos (Hostettmann e cols., 2003; Nodari e Guerra, 1999).

As espécies vegetais e seus compostos tém sido utilizados na medicina
popular no mundo inteiro, como alternativa no tratamento de varias doencas

neurolégicas como a ansiedade, depressao e déficits cognitivos em humanos
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(Kaschel, 2009; Sarris e Kavanagh, 2009; Thorp e cols., 2009) e em uma
variedade de modelos animais (de Araujo e cols., 2009; Kulkarni e Dhir, 2010;

Prediger e cols., 2008).

No Brasil, as espécies vegetais endémicas ou seus extratos sao
amplamente utilizados com o mesmo objetivo pelas comunidades tradicionais
(Kanowski e Hoerr, 1997; Milioli e cols., 2007; Spethmann, 2003; Viana e cols.,
2009). Entretanto, s6 algumas dessas espécies foram avaliadas cientificamente
em relagdo as suas propriedades psiquicas e/ou cognitivas (Blecharz-Klin e cols.,
2009; Campos e cols., 2005; Prediger e cols., 2008). O interesse da pesquisa
nesta area tem aumentado nos ultimos anos onde estao sendo instituidos projetos

financiados por 6rgaos publicos e privados (Foglio e cols., 2006).

Sendo assim, as plantas medicinais possuem propriedades que
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e avango dos estudos
modernos, servindo como ponto de partida para o desenvolvimento de novas

moléculas lideres.

1.2. Cipura paludosa

A C. paludosa Aubl. é uma espécie pertencente a grande familia Iridaceae,
encontrada no norte do Brasil e conhecida pela populacédo tradicional ribeirinha
Rondoniense, como “batata-roxa”, entre outras denominagdes, citadas
anteriormente. Estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram os efeitos centrais
do EE da C. paludosa, dotada de significativa atividade antinociceptiva
(analgésica) e antiinflamatéria quando analisada em diferentes modelos de
nocicepgao quimica, térmica e mecanica em camundongos e/ou ratos (Lucena e

cols., 2007a).
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Posteriormente, foi verificado, in vivo, a agdo neuroprotetora do EE dos
bulbos da planta contra a toxicidade induzida pelo MeHg em camundongos
(Lucena e cols., 2007b). Além disso, o tratamento com o EE da C. paludosa
também aumentou os niveis de glutationa redutase (GR) no cerebelo desses
animais. A GR é uma importante enzima antioxidante envolvida na redugéo da

glutationa oxidada (GSSG) a glutationa.

Até o presente momento, 0 nosso grupo foi o primeiro a demonstrar
estudos fitoquimicos e farmacolégicos desta planta. Algumas naftoquinonas e
naftopiranos tém sido identificados nos bulbos da C. paludosa que podem ser
responsaveis, pelo menos em parte, por suas propriedades bioldgicas. Os
resultados obtidos por cromatografia em camada delgada (CCD) demonstraram a
presenca de metabdlitos secundarios como terpenos e/ou esterodides, alcalbides,
quinonas e compostos fendlicos. A fracdo nao-polar (acetona) foi submetida a
coluna cromatografica, revelando trés compostos, identificados na base de

andlise espectral como eleuterina, isoeleuterina e hongconin (Figura 2).

(A) (B)
H,C
AN 0 CHs HaC o 0 CHs
0] 0
CHs “/CH,
o} o}
Eleuterina Isoeleuterina
©
HaC OH  CHg
CO J
“CHy
OH o)
Honaconin

Figura 2: Naftoquinonas (A, B) e naftopirano (C) isolados dos bulbos da C. paludosa.
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Levando em conta a falta de tratamentos efetivos para déficits neurol6gicos
e sendo a C. paludosa usada na medicina tradicional para condi¢cdes de
excitotoxicidade e estresse oxidativo, o presente estudo teve como objetivo
demonstrar, in vivo, os possiveis efeitos protetores do tratamento agudo do EE da
C. paludosa e de suas duas naftoquinonas (eleuterina e isoleleuterina) em
modelos de ansiedade e depressao, e seus mecanismos de acdo em modelos de

aprendizado e memaria em ratos ou camundongos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Para a realizacdo dos testes comportamentais foram utilizados ratos Wistar
(n=630) e camundongos Swiss (n=172), machos, com 2,5 meses, provenientes do
Biotério da Faculdade de Medicina (FM)/Faculdade de Ciéncias da Saude (FS),
da Universidade de Brasilia (UnB) onde foram alojados em grupos de 5 (ratos) a
20 (camundongos) animais por caixa, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas
e tratados com agua e racdo ad libitum. Todos os critérios estavam de acordo
com as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais

Laboratoriais.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA), do
Instituto de Biologia (IB), da UnB, conforme comprovantes anexados (ver paginas
215 e 216). Os experimentos com camundongos foram realizados em
colaboragdo com o Laboratério do Dr. Rui Prediger do Departamento de

Farmacologia, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
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2.2. Preparacao do EE da C. paludosa e tratamento

O material vegetal foi coletado em Porto Velho, no estado de Rondénia, e
identificado por MSc. Maria de Fatima Figueredo Melo, do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA). A exsicata foi depositada no herbario Dr. Ary
Tupinamba Penna Pinheiro (Porto Velho — RO) sob o n® 1782. Os bulbos da
planta foram lavados, cortados, pesados, obtendo-se 5,5 Kg de material fresco e
secos a 40°C, em estufa FANEM, modelo 320-SE (Sao Paulo, SP), por um

periodo de sete dias, resultando em 3,78 Kg de material seco.

Coleta dos bulbos da
C. paludosa

Secagem e Maceracao Confeccao de exsicata

Identificacao Taxonomica (INPA)

EtOH 95%

Filtrado e
Concentrado

Extrato Bruto

nsalos Frarmacologicos

Estudos
Fitoquimicos

Figura 3: Etapas da coleta da C. paludosa até a realizagao dos testes farmacoldgicos.

Posteriormente, os bulbos foram macerados e a obtencdo do EE foi
realizada por meio de extracao a frio por percolacdo, EtOH 95% (v/v) (VETEC). A

solucdo extrativa foi recuperada por filtracdo e concentrada em evaporador
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rotativo FISATOM, mod. 802A (Sao Paulo, SP, Brasil), obtendo-se 95 g de extrato
bruto (Figura 3). Com uma parte do extirato bruto foi realizado testes
comportamentais e a outra foi enviada para o Laboratério do Prof. Dr. Valdir
Cechinel-Filho, da Universidade do Vale do ltajai (UNIVALI), ltajai-SC para a

caracterizacao fitoquimica.

As doses do EE da C. paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg), eleuterina ou
isoeleuterina (1, 10 ou 50 mg/kg), antagonistas de receptores especificos de
adenosina, como o antagonista de A; (DPCPX 0,1 mg/kg) e Aoa (ZM241385 0,1
mg/kg), bem como os controles positivos, foram selecionados de acordo com
estudos prévios (Prediger e Takahashi, 2005; Prediger e cols., 2008). As
substancias foram administradas pela via intraperitoneal (i.p.) ou oral (v.0.),
quando apropriadas, em um volume de 0,1 mL/100 g de peso corpéreo, 30 min

(i.p.) ou 1 hora (v.0.) antes dos experimentos.

Como controles positivos para os testes comportamentais, alguns animais
receberam diazepam (DZP) (para os testes de ansiedade), fluoxetina (FXT) (para
os testes de depressado) ou cafeina (CAF) (para os testes de meméria), todos da
Sigma Chemical Co., USA, os quais foram dissolvidos em solucdo salina de
cloreto de sédio (NaCl 0,9%). O EE da C. paludosa foi dissolvido em NaCl 0,9%

contendo tween 80, ndo excedendo 5%, visando nao causar efeito téxico per se.

2.3. Ensaios comportamentais

2.3.1. Teste da Atividade locomotora espontanea

Aparato: Para este teste, foi utilizada uma arena em madeira (60x60x35 cm),

onde o ch&o foi dividido em nove quadrantes iguais de 20x20 cm (Figura 4).



18

Figura 4: Esquema do aparato utilizado para o teste de campo aberto.

Fundamento: A avaliacdo de roedores em uma arena ou campo aberto € um
procedimento muito utilizado por varios pesquisadores, com a finalidade de se
observar a atividade locomotora de animais de pequeno porte. Em um primeiro
momento, sabe-se que ratos, assim como os seres humanos, podem reagir ao
ambiente considerado “novo” e apresentar uma resposta aversiva, caracteristica
de congelamento (do inglés “freezing”), que é um comportamento bem tipico que,
muitas vezes, 0s animais usam como uma forma de diminuir as detecgdes visuais
e auditivas por parte dos predadores. No entanto, em um segundo momento, ele

tende a explorar o ambiente onde se encontra.

Procedimentos experimentais: Antes do inicio dos experimentos, os animais
foram levados ao laboratério por um periodo de, no minimo, uma hora, para
aclimatacdo e habituacdo ao ambiente do teste. A atividade locomotora foi
considerada quando o animal atravessava com as quatro patas em um dos
quadrantes. Cada animal foi testado por um periodo de 5 min. Todos os
experimentos foram conduzidos entre 8:00 e 12:00 h, com o objetivo de evitar as

variagdes circadianas, que poderiam interferir com os resultados experimentais.
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2.3.2. Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE)

Aparato: E um equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do
chdo, com dois bracos fechados (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm),
opostos entre si (Handley e Mithani, 1984). Uma protecao de acrilico transparente
de 1 cm de altura, circunda os bracos abertos, objetivando impedir a queda dos

animais do LCE (Figura 5).

Figura 5: Esquema do aparato utilizado para o teste do labirinto em cruz elevado (LCE).

Fundamento: O LCE é baseado, entre outros fatores, na aversado natural que
roedores apresentam pelos bracos abertos do labirinto (Montgomery, 1955), pois,
quando sao forcados a permanecerem nos bragos abertos desse aparato,
mostram manifestacbes comportamentais e fisiolégicas de medo, tais como
congelamento, defecacdo, e aumento nos niveis de corticosterdides plasmaticos
(Pellow e cols., 1985). Como consequéncia, eles permanecem um tempo maior
nos bragos fechados. Em uma série de estudos, Treit e cols. (1993) indicaram que
o fator de maior contribuicdo para esta “reacdo de medo” é a falta das paredes
altas dos ramos abertos, que impede a tigmotaxia. A propor¢cdo da exploracao

total nos bragos abertos determina uma medida de ansiedade, de tal modo que o
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aumento nas percentagens de tempo e de entradas nos bracos abertos é
considerado como indicativo de agéo ansiolitica de drogas (Handley e Mithani,

1984; Pellow e cols., 1985).

Procedimentos experimentais: Cada rato foi posicionado no centro do LCE,
com a face voltada para um dos bracos fechados e colocado para explorar o
equipamento por 5 min. Um observador fez as anotagdes do nimero de entradas
e do tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos (EBA e TBA,
respectivamente) e o nimero de entradas e o tempo de permanéncia dos animais
nos bracos fechados (EBF e TBF, respectivamente). Apds observar cada animal,
o LCE foi limpo com alcool 10% (v/v). As percentagens de EBA (%EBA) foram
calculadas em relacao ao numero total de entradas nos dois bracos e ao tempo
de exploracao nesses bracos, em relagao ao tempo total do experimento. O efeito
ansiolitico ou ansiogénico foi definido pelo aumento ou diminuicdo
(respectivamente) na proporcao das EBA, relativo ao numero total de entradas em
ambos os bracos, e no tempo de exploracdo naqueles bracos, relativo ao tempo
total experimental. As percentagens (%) da EBA e TBA foram calculadas de
acordo com as férmulas: (EBA/EBA+EBF)x100 e (TBA/TBA+TBF)x100,

respectivamente (Pellow e cols., 1985).

2.3.3. Teste do Nado forcado

Aparato: Os animais avaliados no teste do nado forcado (Porsolt e cols., 1977,
1978) foram colocados em um cilindro Plexiglass (30 cm de didmetro e 50 cm de
altura), contendo 40 cm de volume de agua a uma temperatura de 23 = 1°C por 5

min (Figura 6).
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Figura 6: Esquema do aparato utilizado para o teste do nado for¢ado.

Fundamento: Um perfeito modelo experimental para uso com animais deve ser
isomoérfico as condicdes humanas e torna-se Util quando pode ser mostrado que
tem uma analogia relevante, ou seja, quando ele revela alguns aspectos de um
processo complexo, por meio de hipéteses testadas em humanos (McBride e Li,
1998). Existem duas teorias que envolvem o uso desse teste: uma voltada para
avaliacdo de estresse e outra envolvendo o estado de imobilidade dos animais,
que podem representar apatia, caracterizando o estado de depressdo. As duas
podem ser avaliadas por meio desse modelo, tendo em vista que as reacdes de
fuga e luta sdo bem caracterizadas (Kirby e Lucki, 1998; Martin e cols., 2000;
Redrobe e Bourin, 1998). Este modelo é o mais amplamente utilizado para

avaliagdo farmacoldgica de atividade antidepressiva (Cryan e cols., 2002).

Procedimentos experimentais: Os ratos exibiram quatro tipos de
comportamentos em um tempo de 5 min: fuga, que foi observada nos primeiros
dois minutos. Nos trés ultimos foram observados: a imobilidade continua
(permanecer flutuando, mantendo somente os movimentos minimos necessarios

para manter a cabeca fora da agua), o nado (circulagdo em todo o cilindro,
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nadando de um quadrante para o outro) e o climbing (“subida”, que é definido
como movimentos ascedentes ao longo dos lados internos do cilindro). Os dois
minutos iniciais (fuga) foram considerados para habituagdo ao teste. As
avaliagdes foram realizadas por um experimentador que nao teve conhecimento
prévio a que grupo pertencera cada animal. O aumento do tempo do nado (ou da
subida) e a reducao do tempo da imobilidade foram definidos como indicativo de
comportamentos relacionados a depressao (Cryan e cols., 2002; Kirby e Lucki,

1998).

2.3.4. Testes de memoria

- Reconhecimento social

Aparato: Caixas plasticas de acondicionamento de ratos, onde os mesmos foram

habituados (Figura 7).

— —

Figura 7: Memoria social avaliada no teste de reconhecimento social (Fonte: Prediger, 2010).

Fundamento: O teste de reconhecimento social foi padronizado por Dantzer e
cols. (1987) para avaliar memoria social de curto prazo. Consiste de duas
apresentacdes sucessivas (5 min cada), separadas por um curto periodo de

tempo onde o rato jovem (25 a 30 dias de nascimento) é colocado na caixa de um
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rato adulto. Para se avaliar um possivel efeito facilitador da meméria, na primeira
exposicao o rato jovem € exposto ao rato adulto 60 min depois da administragdo

das substancias ou amostras em estudo.

Durante as exposicoes, é cronometrado o tempo em que o rato adulto leva
para explorar/investigar o rato jovem (cheirar, lamber ou comportamento
decorrente de qualquer tipo de aproximacgao). No final da primeira exposi¢ao, o
rato jovem € recolocado na sua caixa especifica e reexposto ao mesmo animal,
120 min depois. O intervalo de 120 min é usado como uma espécie de janela

temporal para testar tratamentos que melhoram a memoria.

O que geralmente é aceito nesse tipo de teste é que se o periodo no qual o
animal for avaliado for menor do que 40 min, o rato adulto exibira reconhecimento
do rato jovem, o que sera indicado por uma reducao significante no tempo de
investigacao social, durante a segunda avaliagdo (Dantzer e cols., 1987; Prediger
e Takahashi, 2005). Entretanto, quando o0 mesmo animal jovem for reexposto por
um periodo mais longo (mais que 60 min) apds a primeira apresentacao, o rato
adulto demorara muito mais tempo para reconhecer o rato jovem, isto é, o tempo
de investigacado social na segunda apresentacao sera similar aquele observado

na primeira avaliagao.

Procedimentos experimentais: Para essa avaliacdo foram utilizados ratos,
machos, com 2 meses (adultos) e com 25 dias a 1 més (jovens), sendo que esses
ultimos serviram somente de estimulo social para os animais adultos. Os ratos
adultos foram mantidos isolados em caixas plasticas (42x34x17 cm) pelo tempo
de sete dias para habituacdo as novas condi¢cdes de isolamento. No 7° dia, os

animais foram transportados, devidamente cobertos, para o laboratério de
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Patologia, da FM, da UnB, onde foram habituados ao novo ambiente por um
periodo minimo de 1 h, antes dos contatos com os ratos jovens e das
administragdes dos tratamentos especificos. Tais procedimentos foram
importantes para a redugao do estresse dos animais e avaliacao das substancias
que estavam sendo testadas. Os ratos jovens também foram habituados ao novo
ambiente por um periodo de 1h, mas foram isolados somente 20 minutos antes de

comegar os experimentos.

Apbs o periodo de 1h de habituacao, cada rato jovem foi colocado na caixa
de um rato adulto, em intervalos de 5 min. Durante essas exposi¢oes, foi
cronometrado o tempo em que o rato adulto levou para explorar/investigar o rato
jovem, sendo que apds esse procedimento o jovem retornou a sua caixa e

aguardou a préxima re-exposicde (ap6s 120 min da primeira exposicao).

- Esquiva inibitéria do tipo “step-down”

Aparato: Utilizou-se o teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down” para
avaliacao da memdria, conforme descrito por Izquierdo e cols. (1998) e Roesler e
cols. (1999). O aparelho de esquiva (EP-104 INSIGHT) consiste em uma caixa de
vidro e plastico medindo 50 x 25 x 25 cm com uma plataforma de 5 cm de altura,
8 cm de largura e 25 cm comprimento, e no canto esquerdo apresenta uma série
de barras de aluminio, distribuidas com uma distancia de 9 cm entre si, que

constitue o assoalho da caixa, conectadas a um estimulador elétrico (Figura 8).
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Figura 8: Esquema do aparelho de esquiva inibitéria do tipo “step-down’.

Fundamento: A medida da laténcia avaliada no teste da esquiva inibitoria do tipo
“step-down” tem sido um dos modelos experimentais usado por muitos
laboratérios na avaliagdo dos estudos envolvendo aprendizagem e memoria
(Izquierdo e cols., 1998; Maia e cols., 2009; Vakili e cols., 2004). O modelo da
permite avaliar processos de aprendizagem e memoria, tarefas essas que
dependem de ativacdo hipocampal e estdo extremamente envolvidas com o
sistema glutamatérgico e adenosinérgico (Cammarota e cols., 2004; 2008). Para
tal, os parametros de avaliacdo envolvem uma fase de treino e pds-treino e um
choque de baixa intensidade, que servira de estimulo aversivo para que o animal
deixe de executar uma determinada tarefa que foi a ele apresentada. Esse
procedimento devera ser lembrado quando da realizacdao de um teste proposto,

como mecanismo de retencdo da meméria.

Procedimentos experimentais: Os procedimentos realizados foram:
- No primeiro dia da analise, os animais foram habituados ao aparato,

permanecendo no interior do mesmo por 3 min.
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- No segundo dia, os animais foram cuidadosamente colocados na plataforma
em frente ao canto esquerdo da caixa de treino, com a face virada para o lado
oposto ao do observador e, assim que o animal desceu da plataforma e
colocou as quatro patas na grade, recebeu um choque nas patas de 0,4 mA
por 1 seg (para ratos) ou 0,3 mA por 2 seg (para camundongos), sendo
retirado imediatamente da caixa de treino. Para avaliar camundongos a
plataforma era fixada no meio da caixa de treino. A memdria de curta duragao
(MCD) foi investigada no modelo de esquiva inibitoria do tipo “step-down” 1,5 h
apos o treino. No teste, o tempo (laténcia) em que os animais levaram para
descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como indicativo de
retencdo de memdria. O intervalo de 180 seg foi padronizado como o tempo
maximo de espera (laténcia) para a descida do animal da plataforma durante

as avaliagbes.

- No terceiro dia, os animais foram novamente colocados cuidadosamente na
plataforma em frente ao canto esquerdo da caixa de treino. A memdria de
longa duracao (MLD) foi avaliada no modelo de esquiva inibitéria, 24 hr ap6s o
treino. No teste, o tempo (laténcia) em que os animais levaram para descer
com as quatro patas da plataforma foi utilizado como indicativo de retencéo de
membéria. O intervalo de 180 seg foi padronizado como o tempo maximo de
espera (laténcia) para a descida do animal da plataforma durante as

avaliagdes.

2.4. Analise estatistica
Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (E.P.M.)

de 10 animais por grupo. As comparacdes estatisticas dos resultados foram
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realizadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via e os grupos foram
comparados entre si, pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade
aceita como indicativa da existéncia de diferenca estatisticamente significante foi
de p<0.05. Os dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism
4® (San Diego, CA). Para a analise dos dados do tempo de laténcia no teste de
esquiva inibitéria do tipo step-down foi realizada uma andlise ndo paramétrica
onde foram demonstradas as medianas (com seus intervalos interquartis), de 8-10
animais por grupo, das laténcias de descida da plataforma e analisados através

do teste Kruskal-Walis seguido do teste post hoc de Dunn.

3. RESULTADOS

3.1. Teste da Atividade locomotora espontanea

Para este teste, os animais foram tratados com quatro doses do EE da C.
paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg), controle salina (10 mL/kg), DZP (1 mg/kg,
controle positivo para o teste do LCE), FXT (10 mg/kg, controle positivo para o
teste do nado forcado) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo para os testes de
memoria) (Grafico 1). A ANOVA de uma via ndo revelou qualquer diferenca
significante entre os grupos, quando comparados ao grupo controle (Fz779) =

1,255, p=0,2851).
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Grafico 1: Efeito da administragcdo aguda do EE da C. paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) na
atividade locomotora de ratos, avaliados durante 5 min no teste do campo aberto. DZP (1 mg/Kg),
FXT (10 mg/Kg) ou CAF (10 mg/kg) foram utilizados como controles positivos. Os resultados séo
expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. C=controle, DZP=diazepam,
FXT=fluoxetina, CAF=cafeina.

3.2. Teste do LCE

O gréfico 2 A-C, mostra os resultados dos efeitos da administracao aguda
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou DZP (1 mg/kg, v.0., controle
positivo) na %EBA, %TBA e EBF no LCE. A ANOVA de uma via nao revelou
qualquer diferenca significante entre os grupos tratados com o EE da C. paludosa,
quando comparados ao grupo controle tratados com salina. Em contrapartida, o
teste da ANOVA, seguida do teste de post-hoc de Newman-Keuls, revelou que os
animais tratados com o DZP foram capazes de aumentar a %EBA (F,49) = 4,717,
p<0,05) (Grafico 2 A) e a %TBA (Fu.49) = 4,413, p<0,05) (Gréafico 2 B) sem alterar

a EBF (Fisus) = 3,118, p>0,2851) (Gréfico 2 C).
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Grafico 2: Efeito da administracao aguda do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou DZP
(1 mg/kg, v.o., controle positivo) na percentagem de entradas nos bragos abertos (%EAE) (A),
percentagem do tempo nos bragos abertos (%TBA) (B) e no niumero de entradas nos bragos
fechados (EBF) (C) de ratos avaliados no teste do LCE, durante 5 min. Os resultados sao
expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. *p<0,05 difere significativamente do
grupo controle. (Teste de Newman-Keuls). C=controle, DZP=diazepam.
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3.3. Teste do nado forcado

O grafico 3 A-C, ilustra os resultados do tratamento agudo dos animais com
o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou FXT (10 mg/kg, v.o0., controle
positivo) no comportamento de ratos avaliados no teste do nado forcado. A
ANOVA de uma via nao revelou nenhuma diferenga estatistica entre os grupos
tratados com o EE da C. paludosa no comportamento de subida (Fz 39 = 0,7061,
p=0,5547), nado (F@Ea39) = 0,5094, p=0,6783) ou imobilidade (Fgz39 = 0,2414,
p=0,8669) dos animais, quando comparados ao grupo controle. Entretanto, o teste
da ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls indicou que os animais tratados
com FXT foram capazes de aumentar o comportamento de nado (F 9 = 6,853,
p<0,001) (Grafico 3 B) e imobilidade (Fa,49) = 7,429, p<0,001) (Grafico 3 C), sem
alterar o comportamento de subida (Fa.49) = 3,382, p>0,05) dos animais no tanque

(Gréfico 3 A).
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Grafico 3: Efeito da administragao aguda do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou FXT
(10 mg/kg, v.o., controle positivo) no comportamento de subida (A), nado (B) e imobilidade (C) de
ratos avaliados no teste do nado forgado, durante 3 min. Os resultados sdo expressos como a
média + E.P.M. de 10 animais por grupo. *p<0,05 difere significativamente do grupo controle.
(Teste de Newman-Keuls). C=controle, FXT=fluoxetina.
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3.4. Testes de memoria

- Reconhecimento social

Os resultados da administragdo aguda do EE da C. paludosa (0,5, 1, 10 ou
100 mg/kg, v.0.) ou CAF (10 mg/kg, v.o., controle positivo) na memoéria de
reconhecimento social de ratos, quando o mesmo rato jovem foi re-exposto

depois de um periodo de 120 min, estdo demonstrados no grafico 4.
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Grafico 4: Efeito da administragcdo aguda do EE da C. paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
CAF (10 mg/kg, v.o., controle positivo) no tempo de investigacao social de ratos adultos, quando o
mesmo rato jovem foi exposto apdés um periodo de 120 min da primeira apresentacdo. Os
resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais por grupo. As barras representam
o tempo de investigagdo na primeira (barras brancas) e na segunda (barras pretas) apresentacao.
*p<0,05 difere significativamente, quando comparado a primeira apresentacdo do mesmo grupo.
#p<0,05 difere significativamente, quando comparado a segunda apresentagéo do grupo controle.
(Teste de Newman-Keuls). C=controle; CAF=cafeina.

A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o tratamento no
tempo de investigagdo na segunda apresentacdo do rato jovem (Fi1,119=12,95;
p<0,0001). Posteriormente, o teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo,
os ratos tratados com o controle e com o EE da C. paludosa (0,5 mg/kg) néao

foram capazes de reconhecer o rato jovem, mostrando uma reducdo nao
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significante no tempo de investigacdo observado durante a segunda
apresentacao. Os ratos tratados com CAF ou com o EE of C. paludosa (1, 10 ou
100 mg/kg) apresentaram uma diminuicdo no tempo de investigacdo do rato
jovem familiar no “processo de esquecimento” (exposicdo apdés 120 min da
primeira apresentacao), sugerindo um efeito facilitador da memaria social (Grafico

4).

Além disso, conforme demonstrado no grafico 5, quando um rato jovem,
diferente da primeira apresentagao, foi usado durante a segunda apresentacéo,
nao foi observada uma reducdo significante do tempo de investigacao
(F1,119=0,8668; p=0,5747). Esses resultados sugerem que o EE da C. paludosa
melhora especificamente a memoria social de curto prazo de ratos adultos na

doses de 1, 10 ou 100 mg/kg.
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Grafico 5: Efeito da administracdo aguda do EE da C. paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
CAF (10 mg/kg, v.o., controle positivo) no tempo de investiga¢do social de ratos adultos, quando
um rato jovem diferente foi exposto apds um periodo de 120 min da primeira apresentacéo. Os
resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. As barras
representam o tempo de investigacdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras pretas)
apresentagado. C=controle; CAF=cafeina.
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Para investigar se o EE possui propriedades facilitadoras da memoria,
avaliou-se o efeito de doses seletivas de EE da C. paludosa (0,5 mg/kg, v.0.) e
CAF (1 ou 10 mg/kg, i.p.), guando um mesmo rato jovem foi re-exposto apdés um

periodo de 120 min da primeira apresentacao (Grafico 6).

A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator de
tratamento no tempo de investigacdo durante a segunda exposicao do rato jovem
(Fre,141)=40,72; p<0,0001). Posteriormente, o teste de Newman-Keuls indicou que
somente os animais tratados com a dose de CAF (10 mg/kg, i.p.) foram capazes
de reconhecer o rato jovem, depois de um periodo de 120 min da primeira

apresentacao.
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Grafico 6: Efeito da administragdo aguda do EE da C. paludosa (0,5 mg/kg, v.o.), CAF (1 ou 10
mg/kg, i.p., controle positivo) ou da administracdo combinada do EE (0,5 mg/kg, v.o0.) e CAF (1
mg/kg, i.p.) no tempo de investigagdo social de ratos adultos, quando um rato jovem n&o familiar
foi re-exposto apdés um periodo de 120 min da primeira apresentagdo. Os resultados s&o
expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais por grupo. As barras representam o tempo de
investigacdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras pretas) apresentacdo. *p<0,05 difere
significativamente quando comparado a primeira apresentacdo do mesmo grupo. #p<0,05 difere
significativamente quando comparado a segunda apresentagdo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls). C=controle; CAF=cafeina.
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Para avaliar o possivel envolvimento de receptores adenosinérgicos na
facilitacdo da meméria de reconhecimento do EE, em combinagcdo com o EE,
foram administradas doses “sub-efetivas” de antagonista ndo seletivo de receptor
de adenosina, CAF (1 mg/kg, i.p., 30 min apds a administracao do EE) e EE (0,5
mg/kg, v.0.). Conforme demonstrado no grafico 6, a administragdo combinada de
CAF e EE diminuiu significativamente o tempo de investigacdo durante a segunda
apresentacdo do mesmo rato jovem, uma vez que ele nao teve esse efeito

quando administrado sozinho.

Posteriormente, para investigar a interacdo do EE com antagonistas
seletivos de receptores de adenosina na meméria social, foi administrado em
combinacao, doses “sub-efetivas” de antagonistas de receptor A; 1,3-dipropil-8-
ciclopentilxantina (DPCPX 0,1 mg/kg, i.p.) e de receptor Asa 4-(2-[7-amino-2-(2-
furil)1,2,4-triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol (ZM241385 0,1 mg/kg,

i.p.) com o EE (0,5 mg/kg, v.0.) (Grafico 7).

O teste estatistica ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o
tratamento (F(11,95=21,07; p<0,0001) no tempo de investigagdo, durante a
segunda apresentagao do rato jovem. Como observado no gréafico 7, o teste de
Newman-Keuls indicou que a administragcdo combinada de DPCPX ou ZM241385
com o EE da C. paludosa diminuiu significativamente o tempo de investigacéao
durante a segunda apresentacdo do mesmo rato jovem, enquanto que o0s
antagonistas seletivos de receptores A; € Aop ndo mostraram este efeito, quando

administrados sozinhos.
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Grafico 7: Efeito da administragdo aguda do EE da C. paludosa (0,5 mg/kg, v.0.), DPCPX
(antagonista seletivo de receptor A4, 0,1 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista seletivo de receptor
Aoa, 0,1 mg/kg i.p.) ou da administragdo combinada com o EE (0,5 mg/kg, v.0.) e DPCPX (0,1
mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,1 mg/kg, i.p.) no tempo de investigacdo social de ratos adultos,
quando um rato jovem familiar foi re-exposto, apdés um periodo de 120 min da primeira
apresentagdo. Os resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais por grupo. As
barras representam o tempo de investigacdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras
pretas) apresentacdo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado a primeira
apresentagcdo do mesmo grupo. #p<0,05 difere significativamente quando comparado a segunda
apresentagéo do grupo controle (Teste de Newman-Keuls). C=controle; ZM= ZM241385.

- Esquiva inibitéria do tipo “step-down”

Os efeitos do tratamento agudo com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100
mg/kg, v.0.), CAF (1 ou 10 mg/kg, i.p., antagonista nao seletivo de adenosina),
DPCPX (antagonista de receptor A4, 0,1 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista de
receptor Aza, 0,1 mg/kg, i.p.) ou a administracdo combinada de DPCPX ou
ZM241385, na MCD e MLD de ratos avaliados no teste a esquiva inibitéria do tipo

“step-down”, estdo demonstrados no grafico 8 A-C.

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelou um efeito significante

para o tratamento na laténcia dos animais na MCD (H(3, N=8)=62,99; p<0,0001),
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(H(5, N=12)=85,50; p<0,0001) e (H(5, N=12)=77,01; p<0,0001) (Grafico 8 A, B e
C, respectivamente); e MLD (H(3, N=8)=64,86; p<0,0001), (H(5, N=12)=85,87;
p<0,0001) e (H(5, N=12)=69,57; p<0,0001) (Grafico 8 A, B e C, respectivamente).
O teste de Dunn mostrou que o tratamento agudo com o EE da C. paludosa (100
mg/kg, oral), 60 min antes da sessao treino, aumentou significantemente a

laténcia dos animais na MCD e MLD (Gréfico 8 A).

Esses resultados sugerem que o EE, na presente dose, facilita a retengéao
de memorias dos animais. O teste também revelou que a administracao
combinada de doses de CAF (1 mg/kg, i.p.) e EE da C. paludosa (1 mg/kg, v.0.)
altera, significantemente, as laténcias dos animais durante as sessbes testes
avaliadas na MCD e na MLD (Gréfico 8 B). Além disso, para investigar a interacao
do EE da C. paludosa com antagonistas seletivos de adenosina, foi administrado
a combinacdo de doses “sub-efetivas” de DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.) e ZM241385
(0,1 mg/kg, i.p.) com o EE da C. paludosa (1 mg/kg, v.o.) (Grafico 8 C). A
administragdo combinada do EE (1 mg/kg, v.0.) com o ZM241385 (0,1 mg/kg, i.p.)
aumentou de maneira significante as laténcias dos animais avaliados na esquiva

inibitéria durante as sessdes da MCD e MLD (Gréfico 8 C).
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Grafico 8: Efeito da administragdo aguda do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.o.), CAF (1
ou 10 mg/kg, i.p., antagonista nao seletivo de adenosina), DPCPX (antagonista de receptor A; 0,1
mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista de receptor A,n 0,1 mg/kg, i.p.) ou da administracdo
combinada (MIX) do EE (1 mg/kg, v.0.) e DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,1 mg/kg, i.p.)
na memoria de ratos, avaliados no teste da esquiva inibitéria do tipo “ste-down” . (A) Efeito da
administragédo do EE (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) na retengdo da memoria de curta duragédo (MCD
1,5 h) e longa duragdo (MLD 24 h). (B) Efeito da administracado do EE (1 mg/kg, v.0.), CAF (1 ou
10 mg/kg, i.p.) ou MIX de EE (1 mg/kg, v.0.) e CAF (1 mg/kg, i.p.) na retencdo da MCD (1,5 h) e na
MLD (24 h). (C) Efeito da administragédo do EE (1 mg/kg, v.0.), DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.), ZM241385
(0,1 mg/kg, i.p.) ou MIX do EE (1 mg/kg, v.0.) e DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,1 mg/kg,
i.p.) na MCD (1,5 h) e MLD (24 h). Os dados estdo expressos como as medianas (intervalo
enterquartis) das laténcias de descida da plataforma nas sessdes treino (barras brancas) e teste
(1,5 h: barras cinzas; 24 h: barras rachuradas) (n=10 por grupo) *p<0,05 difere significantemente
quando comparado a respectiva sessdo do grupo controle. *p<0,05 difere significantemente
guando comparado a respectiva sessdo do grupo tratado (Teste de Dunn). C=controle,
CAF=cafeina.
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Com o intuito de verificar se o efeito do EE da C. paludosa, como facilitador
da memodria, poderia ter alguma relacdo com os dois compostos majoritarios
isolados da planta, eleuterina e a isoeleuterina, resolveu-se testa-los em

camundongos, no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down’.

Os efeitos do tratamento agudo com a eleuterina ou isoeleuterina (10, 50
ou 100 mg/kg, v.0.), CAF (1 mg/kg, i.p.), DPCPX (antagonista de receptor A4, 0,1
mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista de receptor Asa, 0,1 mg/kg, i.p.) ou a
administracdo combinada de DPCPX ou ZM241385 e dose seletiva dos
compostos (10 mg/kg, v.0.) na MCD e na MLD dos animais, avaliados no teste da

esquiva inibitoria, estdo demonstrados no grafico 9 A-C.

O teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou um efeito significativo
para o tratamento nas laténcias da MCD e MLD grafico 9 A (H(6, N=21)=136,1;
p<0,0001), 9 B (H(5, N=18)=128,9; p<0,0001), e 9 C (H(6, N=21)=112,0;
p<0,0001). O teste de Dunn mostrou que o tratamento com a eleuterina (50 ou
100 mg/kg, v.0.) ou isoeleuterina (100 mg/kg, v.0.), 60 min antes da sessao treino,
aumentou significantemente as laténcias no teste de retencdo das MCD e MLD.
Esses resultados sugerem que os compostos da C. paludosa, nas doses
selecionadas acima, melhoraram a retengédo da MCD e MLD no teste da esquiva
inibitéria, em camundongos (Grafico 9 A). Além disso, a administracao
combinada (MIX) de dose “sub-efetiva” de CAF (1 mg/kg, i.p.) € de eleuterina ou
isoeleuterina (10 mg/kg, v.o.) alterou significantemente as laténcias dos animais

durante as sessoes teste (Grafico 9 B).

A fim de se investigar a interacdo dos compostos da C. paludosa com

antagonistas seletivos de receptores de adenosina, administrou-se combinacao
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de doses “sub-efetivas” de DPCPX (antagonista de receptor A; 0,1 mg/kg, i.p.) e
ZM241385 (antagonista de receptor A-a 0,1 mg/kg, i.p.) com eleuterina ou
isoeleuterina (10 mg/kg, v.0.) (Grafico 9 C). Os MIXs com a eleuterina ou
isoeleuterina+DPCPX ou ZM241385 aumentaram significantemente as laténcias
dos animais durante as sessées de MCD e MLD, quando comparados aos seus

respectivos controles (Grafico 9 C).
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Grafico 9: Efeito da administracdo aguda de eleuterina (1, 50 ou 100 mg/kg, v.0.), isoeleuterina
(10, 50 ou 100 mg/kg, v.o.), CAF (1 mg/kg, i.p., controle positivo), DPCPX (antagonista de receptor
A; 0,1 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista de receptor A, 0,1 mg/kg, i.p.) ou da administragéo
combinada (MIX) de dose seletiva de eleuterina ou isoeleuterina (10 mg/kg, v.0.) e DPCPX (0,1
mg/kg, i.p.) ou ZM241385 (0,1 mg/kg, i.p.), na memoria de camundongos avaliados no teste da
esquiva inibitoria do tipo “step-down”. (A) Efeito da administracdo de eleuterina (10, 50 ou 100
mg/kg) ou isoeleuterina (10, 50 ou 100 mg/kg) na retencdo da memdria de curta (MCD 1,5 h) e
longa duracdo (MLD 24 h). (B) Efeito da administracdo da dose “sub-efetiva” de eleuterina ou
isoeleuterina (10 mg/kg, v.o0.), CAF (1 mg/kg, i.p.) ou MIX das mesmas com CAF (1 mg/kg, i.p.) na
MCD (1,5 h) e MLD (24 h). (C) Efeito da administragcdo de DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.), ZM241385 (0,1
mg/kg, i.p.) ou MIX de eleuterina ou isoeleuterina (10 mg/kg, v.0.) e DPCPX (0,1 mg/kg, i.p.) ou
ZM241385 (0,1 mg/kg, i.p.) na MCD (1,5 h) e MLD (24 h). Os dados estdo expressos como as
medianas (intervalo enterquartis) das laténcias de descida da plataforma nas sessées treino
(barras brancas) e teste (1,5 h: barras cinzas; 24 h: barras rachuradas) (n=6-8 por grupo). *p<0,05
difere significativamente quando comparado a respectiva sessao do grupo controle. *p<0,05 difere
significativamente quando comparado a respectiva sessdo do mesmo grupo (Teste de Dunn).
C=controle, CAF=cafeina, Eleu=eleuterina, Iso=isoeleuterina, MIX1=eleuterina+CAF,
MIX2=isoeleuterina+CAF.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o tratamento
agudo com o EE dos bulbos da C. paludosa (Iridaceae) nas doses de 1, 10 ou
100 mg/kg, por v.0., nao apresentou qualquer efeito do tipo ansiolitico ou
antidepressivo em animais, quando avaliados no teste do LCE e nado forcado,
respectivamente. Entretanto, o EE da C. paludosa na dose de 100 mg/kg, e suas
duas naftoquinonas (eleuterina e isoeleuterina), nas doses de 50 e/ou 100 mg/kg
foram capazes de facilitar ou melhorar processos cognitivos relacionados as
memoérias do tipo operacional e espacial, quando avaliadas nos testes de

mem©ria social e esquiva inibitéria do tipo “step-down”, respectivamente.

Para descartar qualquer efeito inespecifico do EE, que pudesse interferir
nos resultados, foi realizado o teste do campo aberto, onde se pode observar que
nenhuma alteragdo significativa foi encontrada em todas as doses avaliadas.
Observou-se que os efeitos facilitadores da meméria foram mediados pelos
antagonistas seletivos de receptores de adenosina, onde se observou uma
resposta sinérgica seguida da administracdo combinada de doses “sub-efetivas”
do EE da C. paludosa, CAF (antagonista ndo seletivo de receptor de adenosina) e

as naftoquinonas da C. paludosa.

Além disso, o presente estudo demonstra o envolvimento de receptores de
adenosina A; e Az nessas respostas, onde a administracdo aguda de doses
seletivas do EE da C. paludosa (1 mg/kg, v.0.), eleuterina ou isoeleuterina (10
mg/kg, v.0.), melhoraram 0s processos cognitivos prejudicados pelos antagonistas
de A (DPCPX 0,1 mg/kg, i.p.) e Aza (ZM241385 0,1 mg/kg, i.p.) quando avaliados

no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down’. Os presentes dados também
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demonstram que o pré-tratamento de camundongos com o EE da C. paludosa
(0,5 mg/kg, v.0.), eleuterina ou isoeleuterina (10 mg/kg, v.0.) e, posteriormente,
tratados intraperitonealmente com uma unica dose “sub-efetiva” de antagonista de
A; (DPCPX 0,1 mg/kg) e de Aza (ZM241385 0,1 mg/kg), mostraram um efeito
facilitador ou melhorador da meméria nos testes avaliados, por apresentarem um
aumento na laténcia dos animais tratados, quando comparados aos seus

respectivos grupos controles.

O sistema adenosinérgico & bem conhecido por ser uma via fundamental
para os processos de aprendizagem e memodria (Cunha, 2001; Sebastido e
Ribeiro, 2000), sendo uma via importante na regulacao da transmissao sinaptica e
excitabilidade neuronal, incluindo o envolvimento de mecanismos como a
potenciacdo hipocampal de longa duracéo (LTP) (de Mendonca e Ribeiro, 1994) e
depressdo de longa duracdo (LTD) (de Mendonca e cols., 1997), que séao

considerados mecanismos basicos envolvidos nos processos mnemaénicos.

O sistema adenosinérgico € mediado pela ativacdo de receptores de alta
afinidade (Ai e Aza), 0s quais sao de importancia fisiolégica; e os de baixa
afinidade como os A.g, 0s quais estdo relacionados as condicées patoldgicas
(Prediger e Takahashi, 2005). Eles pertencem a familia de receptores acoplados a
proteina G, e todos tém sido clonados e caracterizados em varias espécies de
mamiferos, incluindo o homen e o rato (Fredholm e cols., 2001). Dentre os
receptores de adenosina, os receptores A é encontrado em densidade no SNC,
com alta expressao no cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, talamo, tronco

cerebral e medula espinhal (Fredholm e cols., 2001). Os receptores Az possuem
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uma distribuicao mais restrita ao SNC, ocorrendo basicamente no estriado, nucleo

accumbens e tubérculo olfatério (Ongini e Fredholm, 1996).

Tem sido amplamente reconhecido, que muitas plantas medicinais podem
melhorar a memoéria e funcbes cognitivas relacionadas as doencas
neurodegenerativas (Chonpathompikunlert e cols., 2010; Ho e cols., 2009;
Prediger e cols., 2008), entre elas plantas pertencentes a familia Iridaceae
(Pitisikas e Sakellaridis, 2006; Pitisikas e cols., 2007; Sugiura e cols., 1994, 1995;
Zhang e cols., 1994). Sendo assim, a C. paludosa pode ser uma alternativa para o

tratamento desse tipo de disfuncgéo.

Recentemente, dados adicionais do nosso grupo de pesquisa,
demonstraram os efeitos facilitatérios dos bulbos do EE da C. paludosa na
memoéria de ratos, sendo esses efeitos podem ser modulados pelos sistemas

colinérgico, glutamatérgico e nitrérgico (dados ainda nao publicados).

Os estudos fitoquimicos de outros compostos presentes na planta estao
em processo de identificacdo. Estes, provavelmente, poderdo ser responsaveis,

pelo menos em parte, por estas propriedades neuroprotetoras, aqui investigadas.

Kandell e cols. (2000) e Bear e cols. (2002) definem a memoria como
sendo a capacidade que tem o homem e 0s animais de reter, recuperar,
armazenar e evocar informacdes disponiveis no SNC. Desta forma, podemos
dizer que € a retengédo da informacao aprendida. H& varias estruturas cerebrais
relacionadas a meméria, e ndo ha um alvo Unico envolvido na aquisicao,
armazenamento e evocagdo das diversas informagbes adquiridas por

aprendizagem, tais como: hipocampo, amigdala, cértex entorrinal, giro
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parahipocampal, férnix, corpos mamilares, giro do cingulo, entre outros (Bear e

cols., 2002; Kandell e cols., 2000).

De acordo com lzquierdo e cols. (1999), as memorias podem ser
classificadas, de acordo com o seu tempo de duracdo, em memoria operacional
ou de trabalho (meméria imediata que dura segundos ou poucos minutos),
memb©ria de curta duracao (que se desenvolve em alguns segundos ou minutos e
dura varias horas) e memoéria de longa duracéo (que consolida lentamente e é
relativamente estavel). Estas memdrias sao identificadas como mecanismos
separados (Emptage e Carew, 1993; lzquierdo e cols., 1999). Esses tipos
distintos de memérias podem ser avaliados em estudos animais, usando

diferentes testes comportamentais.

A memdria social (ou paradigma de reconhecimento) é considerada um
bom modelo animal dessa forma de memoéria em seres humanos que é
principalmente gerada, a partir de estimulos olfativos. Esse modelo de meméria é
baseado no fato de que roedores gastam muito mais tempo investigando
intensamente um rato jovem nao familiar do que um familiar (Dantzer e cols.,
1987). A memdria social é prolongada por exposicao repetida aos estimulos do
rato jovem e prejudicada pela interferéncia retroativa do estimulo. Isso pode ser
facilitado por farmacos que melhoram a memoria e interrompido por modelos
farmacolégicos e patofisiolégicos, conhecidos por prejudicar a meméria em

roedores (Prediger e cols., 2005a; Prediger e Takahashi, 2003, 2005).

O presente estudo demonstrou que um unico tratamento oral com o EE da
C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) diminuiu o tempo de investigacdo do mesmo

rato jovem no processo de esquecimento (120 min apds a primeira exposicao),
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respondendo similarmente com o grupo tratado com CAF, indicando que o EE da
C. paludosa melhora a meméria social de curto prazo em ratos. Essa resposta
nao pode ser atribuida aos efeitos nao-especificos do EE, uma vez que nao
houve reducdo no tempo de investigacdo, observado quando um rato jovem

diferente foi utilizado para a segunda apresentacdo ao rato adulto.

E importante notar que a facilitagdo da meméria de reconhecimento social
de ratos adultos, induzida pelo EE da C. paludosa, ndo pode ser exclusivamente
explicada pela melhora no desempenho da discriminagao olfatéria de ratos, uma
vez que a administracdo do EE ndo alterou o tempo de investigacao/exploracao
durante a primeira apresentacdo do rato jovem nos experimentos de
reconhecimento social. Além disso, essas respostas foram mediadas pelo
envolvimento de receptors adenosinérgicos A; e Aza, melhorando a memoria

social.

Refor¢cando os resultados obtidos no teste de reconhecimento social, uma
unica administracdo de uma dose “sub-efetiva” do EE da C. paludosa (1 mg/kg,
v.0.) administrada 1 h antes da sessao treino, e CAF (1 mg/kg, i.p.) 30 min apés a
administracdo do EE, aumentou significantemente a laténcia dos animais durante
a sessao teste da retencao da MCD (1,5 h) e MLD (24 h), depois da sessao treino
no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down” . Esses dados indicam o efeito
facilitador do EE da C. paludosa na memoria espacial e a interagdo com o sistema
adenosinérgico. Além disso, essas respostas podem ser mediadas pelo
envolvimento com antagonista de receptor Aoa de adenosina no aumento da

retencdo da memoria.
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O teste da esquiva inibitéria € um paradigma classico para avaliar memoria
com um forte componente aversivo (Cahill e cols., 1986). Um efeito ansiogénico
poderia explicar o aumento da laténcia. Esses dados estdo de acordo com a
literatura e confirmam estudos prévios de nosso laboratério (Lucena e cols.,
2010a), onde foi demonstrado que as mesmas doses do EE da C. paludosa (1, 10
ou 100 mg/kg) utilizadas no presente trabalho, ndo apresentaram qualquer efeito

ansiogénico e também nao afetaram a atividade locomotora dos animais.

Além disso, para verificar se o efeito do EE da C. paludosa em facilitar a
mem©éria dos animais poderia ser devido as naftoquinonas presentes nos bulbos,
avaliou-se o possivel efeito facilitador dos compostos eleuterina e isoeleuterina no
teste da esquiva inibitéria em camundongos. Os dados demonstraram que a
eleuterina (50 ou 100 mg/kg, v.0.) e a isoeleuterina (100 mg/kg, v.0.) aumentaram
a laténcia dos animais durante a retencdo da MCD e MLD, indicando uma
melhora da memoria quando comparadas ao grupo controle. Além disso, essas
respostas foram reforcadas pelo envolvimento de antagonistas de receptores de

adenosina (A e A2a) com uma dose “sub-efetiva” dos compostos (10 mg/kg, v.o.).

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados mostraram que o EE da C. paludosa e suas naftoquinonas
estudadas melhoraram o0s processos cognitivos avaliados no teste de
reconhecimento social e esquiva inibitoria. Esses efeitos podem ser modulados
pela acdo de receptores de adenosina Ay e Aza. Entretanto, faz-se necessério
estudos adicionais a fim de determinar o mecanismo molecular preciso e os sitios
anatdmicos envolvidos nesses efeitos facilitatérios da meméria. Em conjunto,

esses dados sugerem o uso dessa planta na protecao contra doencas cognitivas.



CAPITULO 2

Cipura paludosa x EtOH x
Estresse oxidativo
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EFEITOS DA C. paludosa EM RATOS ADULTOS EXPOSTOS AO
EtOH DURANTE O PERIODO GESTACIONAL E LACTACIONAL

1. INTRODUCAO

1.1. Qual o interesse em se estudar o EtOH?
% A intoxicacao pelo EtOH

A dependéncia ao élcool, conhecida como alcoolismo, é um disturbio
cronico cuja origem pode ser genética. E caracterizada pela tolerancia aos efeitos
do alcool, controle motor prejudicado, sindrome de abstinéncia quando ha parada
ou reducdo no consumo alcodlico, uso continuado devido as consequéncias
adversas e dificuldade em controlar o consumo em decorréncia do grande desejo
ou compulsdo por aquela droga (Knopik e cols., 2009; Schuckit, 2009;

Tobamidanik e Zabkiewicz, 2009).

As consequéncias da exposicdo ao EtOH no periodo da pré-organogénese
sdo negligenciadas, algumas vezes, devido ao fato de culminar em aborto
espontdneo ou reabsorcao do embrido. Tal fato, porém, deve ser considerado
como o mais extremo efeito adverso da exposicdo gestacional aquela droga,
porque culmina com a morte embriondria e finalizagdo da gravidez (Becker e
cols., 1996; Burd e Wilson, 2004). Quando esses aspectos ndao ocorrem, retardos
do crescimento, anormalidades estruturais cerebrais e alteracdes
comportamentais podem se fazer presentes (Coles e cols., 2009; Herman e cols.,

2008; Jirikowic e cols., 2008; Nayak e Murthy, 2008).

Em relagdo ao consumo abusivo de alcool e suas associagoes,

principalmente na gravidez, varios fatores se destacam, entre eles os efeitos no
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organismo do embridao em crescimento e alteracbes comportamentais apds o
nascimento, caracterizando a Sindrome Alcodlico-Fetal (FAS). Esta causa sérios
problemas ao recém-nascido e ao longo de seu desenvolvimento, além de
aumentar o estresse oxidativo sistémico fetal (Gauthier e cols., 2005; Leutwyler e
cols., 2004; Wilmott, 2004). A mulher que consome frequentemente esta droga,
ndao muda seus habitos durante a gravidez (Centers for Disease Control and

Prevention, 2004).

As caracteristicas mais debilitantes decorrentes da FAS sdo: mortalidade
ainda na vida intra-uterina ou graves problemas de desenvolvimento,
anormalidades faciais, pequenas fissuras palpebrais, microencefalia, auséncia do
nucleo caloso e alteragdes comportamentais, tais como hiperatividade, disfuncao
motora, déficit de atencdo, aprendizagem e memoria (Coles e cols., 2009;

Herman e cols., 2008; Jirikowic e cols., 2008; Nayak e Murthy, 2008).

Mesmo criancas que nao apresentaram FAS, mas que foram expostas ao
alcool no periodo pré-natal, mostraram déficits de meméria e aprendizado verbal
(Neese e cols., 2004; Willford e cols., 2004) e uma predisposicdo as doencas
psiquicas (ansiedade e/ou depressao) (Streissguth e cols., 1997; O’Connor e
cols., 2002; Barr e cols., 2006). Em conjunto, todos esses fatores formam um

conhecido e sério problema no tratamento do alcoolismo.

< EtOH x metabolismo e envolvimento no estresse oxidativo

O EtOH é soluvel em agua e em muitos solventes organicos e pode cruzar

as membranas celulares facilmente, incluindo a barreira hematoencefalica. Em
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animais, a maior parte dele é metabolizado no figado por alcool desidrogenases,
para formar acetaldeido (aldeido etanal):

CH;CH;0OH + NAD* - NADH + H* + CH3;CHO (acetaldeido)

Etanal € mais téxico que o EtOH e deve ser rapidamente metabolizado pela
aldeido desidrogenase na mitocéndria, produzindo o acido acético (acido
etandico).

CH3;CHO + NAD* - NADH + CH;COOH (acido acético)+ H*

Pequenas quantidades de EtOH podem ser oxidadas por uma acao
peroxidatica da catalase nos peroxissomos e por certos citocromos P450. A
atividade de oxidacao desse neurotéxico, ligada aos citocromos P450, € chamada
sistema microssomal de oxidacdo do EtOH (MEQOS). A exposicdo continua ao
EtOH induz a sintese de CYP2E1, um tipo de citocromo P450. Este citocromo nao
s6 oxida EtOH a acetaldeido, mas & muitos outros substratos, incluindo acetona,
butanol, pentanol, anilina, paracetamol, benzeno, pentano, isoflurano e

cloroférmio.

Varios xenobibticos (compostos quimicos estranhos a um organismo ou
sistema biol6gico) sdo metabolizados pelo P450 a produtos mais reativos. Assim,
em consumidores de alcool, como o CYP2E1 est4d aumentado, os xenobioticos
podem ser téxicos em concentracées mais baixas do que o comum em pessoas

que nao consomem alcool (Halliwell e Guteridge, 1999).

O sistema MEOS tem uma alta constante de Michaelis (Kn) para o EtOH
(8-10 mM) comparado com 0,2-2 mM para a éalcool desidrogenase. Entretanto,

durante sua acdo, o CYP2E1 libera intermediarios reativos, entre eles o radical
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superdxido (O."), o perdxido de hidrogénio (H-O,) e radicais livres hidroxietil
(Limuro e cols., 1996). Esses ultimos radicais podem formar adutos (moléculas
intermediarias) com proteinas. Assim, CYP2E1 tem sido descrito como uma fonte

de estresse oxidativo em dependentes em élcool.

O CYP2E1 esta presente em varias regides do cérebro e € induzido pela
exposicao ao EtOH sendo, talvez, uma rota importante do metabolismo do alcool
porque O cérebro possui baixos niveis de atividade da alcool desidrogenase
(Montoliu e cols.,1995). O acetaldeido formado na oxidacdo do EtOH pode gerar
estresse oxidativo ao sofrer reacdes reversiveis com a glutationa (diminuindo,
assim, as concentracées de glutationa) e também com os grupos sulfidrilas (—SH)
e aminas (NH.) de proteinas (Halliwell e Gutteridge, 1999). Além disso, o
acetaldeido, EROs, radical 1-hidroxietil, e os produtos da peroxidacao de lipidios

podem todos causar danos no DNA mitocondrial (Mansouri e cols., 2001).

Dessa forma, as mitocondrias sdo os principais alvos da toxicidade do
EtOH no figado, cérebro, coracdo, musculos esqueléticos e pancreas.
Especificamente no figado, a intoxicagdo aguda e crénica por essa droga causa
danos oxidativos as proteinas mitocondriais, aos fosfolipidios, e ao DNA
mitocondrial (DNAmt) (Cahill e cols., 1999; Cederbaum, 1999). Porém, os danos
oxidativos ao DNAmt ndo sao exclusivos das alteracdes hepaticas, de tal modo
que o estresse oxidativo devido ao metabolismo, causa também a degradacao e
danos oxidativos no DNAmt no cérebro, coracao, e musculo esquelético em ratos,
semelhantes aos observados no tecido hepatico, e podem ser inibidos também

por diversos antioxidantes, como a vitamina E (Mansouri e cols., 2001).
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Em sintese, um dos mecanismos de toxicidade do EtOH esta associado a
geracdao EROs e radicais livres que sdo gerados durante o seu metabolismo,
causando a peroxidacao de lipidios por estresse oxidativo no figado, cérebro e em

outros tecidos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e Tratamento

Ratos Wistar, machos (n=40) e fémeas (n=40), 3 meses, provenientes do
Biotério da FM/FS da UnB, foram mantidos em condigcbes padronizadas de
temperatura, exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, 4gua e comida ad
libitum. Nas salas onde ocorreram 0s experimentos comportamentais foram
utilizadas lampadas fluorescentes para iluminagdo. Ratos foram colocados em
casais para copularem no periodo da manha, em caixas isoladas sem serragem,
protegidas internamente por uma grade, para protegé-los do contato das
fezes/urina e facilitar a localizagdo dos tampdes vaginais, liberados pelas fémeas

apos a copula.

No dia seguinte, tdo logo detectada a presenca dos referidos tampdes nas
caixas, as fémeas foram consideradas como provaveis gravidas e separadas,
individualmente, em caixas devidamente identificadas, conforme os tipos de
tratamento, todos feitos por gavagem. Elas receberam agua de torneira ou EtOH
22,5 p/v (6,5 g/kg) por dia, durante o periodo gestacional (21 dias) e lactacional
(21 dias). Estes periodos sao criticos estagios de desenvolvimento em que a zona
ventricular cerebral do feto produz neurbnios no cortex cerebral embrionario

(DiCicco-Bloom e Sondell, 2005). As solucdes foram administradas em volumes
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de 1 mL/kg de peso corpéreo total. A dose para o tratamento com EtOH foi
baseada na literatura e em resultados pilotos realizados em nosso laboratério

(Maier e West, 2001; Maia e cols., 2009).

Apés o nascimento, as proles foram mantidas com a méae até o 21° dia
(desmame), sendo estas separadas por sexo e grupo experimental controle (C) e
EtOH. Ao atingirem dois meses de idade, as proles foram separadas em
subgrupos de animais para receberem tratamento crénico, por gavagem, por 14
dias que antecederam os testes comportamentais. O tratamento com o EE da C.
paludosa ou veiculo (salina) foi realizado nas proles machos e nas doses de 1, 10
ou 100 mg/kg, com n=10 animais por grupo. As proles fémeas foram utilizadas em
outros projetos. O interesse em se investigar estas trés doses do EE da C.
paludosa foi baseado em resultados anteriores do nosso grupo, onde a dose de
10 mg/kg mostrou uma satisfatéria atividade antinociceptiva de origem central
(Lucena e cols., 2007a) e a dose de 100 mg/kg apresentou acado neuroprotetora

contra as neurodegeneragdes produzidas pelo MeHg (Lucena e cols., 2007b).

2.2. Testes comportamentais

As metodologias empregadas nos testes comportamentais foram descritas

previamente no primeiro capitulo (paginas 17 a 26).

2.3. Testes bioquimicos
2.3.1. Preparacao dos tecidos

Apbs os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por

decapitacao (fazendo-se uso de guilhotina) e algumas areas do SNC (cértex,
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hipocampo e cerebelo) responsaveis por funcdées motoras, psiquicas e/ou
cognitivas foram rapidamente removidos. O figado, que é o principal 6rgao
responsavel pela metabolizacido do alcool, também foi alvo de estudo. Neste
processo, os tecidos foram rapidamente lavados com solugdo tamponada com
fosfato (PBS: Phosfhate Buffered Saline) e congelados em freezer -80°C no

Laboratério de Estresse Oxidativo da Biologia Molecular, do IB da UnB.

2.3.2. Determinacdo das atividades enzimaticas

- Preparo dos extratos proteicos

As amostras de tecido congeladas foram transferidas para um almofariz
resfriado em nitrogénio liquido, pulverizadas, e seu pd colocado em um tubo
eppendorf (também resfriado em nitrogénio liquido) para pesagem. Em seguida, o
pod foi transferido para um homogeneizador de 2 mL (tubo e pistilo de vidro),
mantido no gelo. A homegeneizacao foi realizada com tampéo fosfato 0,5 M, pH
7,2, contendo 5 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e inibidor de
proteases. A concentracao final do homogenato foi de tampao fosfato 50 mM, pH
7,2, EDTA 0,5 mM. O homogenato foi transferido para tubo ependorff,
previamente mantido no gelo, e centrifugado por 20 min a 12.000xg sob baixa
temperatura (4°C), e seu sobrenadante foi usado para a determinagdo das

atividades enzimaticas.

- Catalase

Esta enzima catalisa a decomposicao de H.O, em H,O e O..

2H202 > 2H20 + 02
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A atividade enzimatica da catalase foi determinada
espectrofotometricamente, acompanhando a degradagdo de H.O. a 240 nm,
como descrito por Aebi (1984). Uma unidade (U) de catalase foi definida como a
quantidade de enzima que degrada 1 pmol de substrato (H>O.) por minuto. O
volume final foi de 1 mL, e as concentracdes do meio reacional foram: tampao
fosfato 50 mM, pH 7,2, EDTA 0,5 mM, e H,O, 10 mM. Em uma cubeta de quartzo,
a reacao foi disparada com 100 uL de solugéo de H>-O, 100 mM e a degradacéao
do H-O, a 240 nm foi acompanhada por 120 min. As amostras correspondendo
aos brancos foram preparadas na auséncia de H>O.. A atividade enzimatica foi
calculada usando-se o coeficiente de extingdo molar (€240 = 0,00394 mM”'.cm™)
(Aebi, 1984). Para medir a atividade da catalase nos tecidos cerebrais foram
usados 30 a 100 uL de sobrenadante de homogenato, e no figado 2 uL de

sobrenadante na diluicdo 1:10.

- Glutationa peroxidase dependente de selénio

A atividade de Se-GPx foi determinada por meio da oxidagdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), estimada por meio
da variacdo da absorbancia (A) em 340 nm pelo método descrito por Paglia e
Valentine (1967) e, previamente modificado, por Hermes-Lima e Storey (1995).
Uma unidade (U) de Se-GPx equivale a quantidade de enzima que promove a
oxidagao de 1 pmol de NADPH por minuto (€34 = 6,22 mM".cm™). O volume final
foi de 1 mL, e as concentragdes do meio reacional foram: tampao fosfato 50 mM,
pH 7,2, EDTA 0,5 mM; azida sdédica (NaN3) 4 mM, glutationa reduzida (GSH) 5

mM; GR 0,1 U/mL; NADPH 0,2 mM e H>0,0,1 mM.
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Neste método, a GPx degrada H>O, usando a GSH como coenzima, que é
transformada em GSSG. Esta é convertida novamente em GSH pela acao da GR,

qgue consome NADPH. A NaNj; é responsavel por inibir a catalase.

2GSH + H.0; »> GSSG + 2H,0

GSSG + NADPH + H*> 2GSH + NADP*

A Se-GPx se diferencia das demais peroxidazes ndo somente pela
presenca de selénio (Flohé e cols., 1973), mas também por degradar

especificamente H.O, (Burk e cols., 1978).

Em uma cubeta, os reagentes foram misturados na sequéncia: tampao
fosfato, EDTA, NaN3;, GSH, GR e sobrenadante de homogenato e incubados por,
aproximadamente, 3 min sob temperatura ambiente, até que a oxidacdo de
NADPH estivesse estavel (Awasthi e cols., 1975; Flohé e Ginzler, 1984; Wendel,
1981). A reacao foi disparada com 50 uL de solucao de H-O, 2 mM e a oxidagao
do NADPH a 340 nm foi acompanhada por 180 min. As amostras correspondendo

aos brancos foram preparadas na auséncia de sobrenadante das amostras.

Semelhante a catalase, ndo é possivel saturar a atividade da GPx como
substrato, responsavel pela degradacdo da enzima, e sua atividade varia com
pequenas variacbes da concentragcdo de H.O, (Flohé e Glinzler, 1984). Para
medir a atividade da Se-GPx nos tecidos cerebrais foram usados 10 a 20 pL de
sobrenadante de homogenato, e no figado 10 pL de sobrenadante na diluicdo

1:100.
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2.3.3. Concentracao de proteina

A concentracdao de proteinas sollUveis totais foi determinada pela reacao
entre as proteinas contidas nas amostras com o reagente de “Coomassie Brilliant
Blue G-250”, usando o método de Bradford (1976) e solugao de albumina de soro

bovino (BSA) como padrao.

Para a quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford (1976), foram
utilizadas aliquotas de sobrenadantes de homogenatos, utilizados nos ensaios
enzimdticos descritos anteriormente. No dia do ensaio, o sobrenadante de
homogenato das amostras foi descongelado e misturado em tubos de ensaio com
1 mL de Coomassie Brilliant Blue G-250 e BSA (1mg/mL). A absorbancia em 595
nm foi registrada apds dois minutos de incubag¢ao. Uma curva padrao foi feita para
se determinar o volume em uL de sobrenadante de homogenato das amostras,
bem como o volume em pL de BSA a serem utilizados nos ensaios. Para medir a
concentracdo de proteinas nos tecidos cerebrais foram usados 10 a 20 uL de

sobrenadante de homogenato, e no figado 5 puL de sobrenadante na diluicao 1:10.

2.3.4. Indicadores de danos oxidativos

- Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O teste de TBARS é usado ha muitos anos como um indicador de
peroxidacado lipidica (Bernheim e cols., 1948; Uchiyama e Mihara, 1978;
Esterbauer e Cheeseman, 1990). A peroxidacao lipidica resulta na formacéo de
aldeidos, como o malondialdeido (MDA), que reage com duas moléculas de acido

tiobarbiturico (TBA), formando um aduto TBA,-MDA.
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A peroxidacao lipidica foi medida pelo método previamente descrito por
Uchiyama e Mihara, 1978 e modificado por Hermes-Lima e Storey, 1995. As
amostras de tecido congeladas foram transferidas para um almofariz resfriado em
nitrogénio liquido, pulverizadas, e seu pé foi colocado em um tubo eppendorf
(também resfriado em nitrogénio liquido) para pesagem. Em seguida, o pé foi
transferido para um homogeneizador de 2 mL (tubo e pistilo de vidro), mantido no
gelo, numa diluicao de 1:10. A homegeneizacao foi realizada com acido fosférico

(H3PO4) 0,2 e 1%.

Posteriormente, foram separados dois tubos de ensaio, mantidos no gelo,
um para o branco e o outro para o teste. No tubo branco, foram pipetados 400 pL
do homogenato acido, 400 uL de &cido cloridrico (HCI) 3 mM e 200 uL de H3PO4
7%. No tubo teste, foram pipetados 400 uL do homogenato acido, 400 yL de TBA
1% contendo hidroxitolueno butilado (BHT) 10 mM para prevenir uma possivel
peroxidacado durante a homogeneizagao, e 200 uL de H3PO4 7%. Os tubos foram
agitados no vortex por 10 segundos e aquecidos em banho acima de 90°C por 15

min e, posteriormente, acrescentado 1,5 mL de butanol.

Em uma etapa posterior, os tubos foram centrifugados por 5 min a
10.000xg sob baixa temperatura (4°C). A fase organica foi removida e colocada
em cubeta de vidro e as absorbancias em 532 e 600 nm foram registradas. Para
o calculo, a absorbancia (A) Ass. foi subtraida da Ase, para evitar diferencas
advindas de absorcao de fundo, onde o valor da absorbancia final da amostra foi
subtraido do valor final da absorbancia do branco. O valor de TBARS foi
quantificado usando o coeficiente de extingdo molar de 156 mM™.cm™ (Wills,

1969).



60

Embora a quantificacdo espectrofotométrica do TBARS nao possa ser
considerada uma Unica técnica para determinar MDA em tecidos, porque o ensaio
superestima o0s niveis reais de MDA, é considerada efetiva para estudos
comparativos de estresse oxidativo, uma vez que varios outros aldeidos que
reagem com TBA também sdo produtos da peroxidagao lipidica (Lapanna e

Cuccurullo, 1993).

- Peroxidacao lipidica pelo método de alaranjado de xilenol

O nivel de peroxidagao lipidica também foi medido por meio do método de
alaranjado de xilenol, descrito por Hermes-Lima e cols., 1995. Perdxidos oxidam
Fe," sob baixo pH, e o Fes* forma um complexo com alaranjado de xilenol, que
absorve luz em 580 nm. As amostras de tecidos congeladas, pulverizadas e
pesadas foram homogeneizadas em homogeneizador de vidro de 2 mL (tubo e
pistilo de vidro), mantido no gelo. Utilizou-se metanol gelado para extrair os
lipidios, usando-se uma diluicdo de 1:5 p/v. O homogenato foi centrifugado a

10.000xg por 5 min sob baixa temperatura (4°C).

Os reagentes nas concentragbes finais foram adicionados em tubos
eppendorf: FeSO4 0,25 mM, H.SO4 25 mM, alaranjado de xilenol 0,1 mM. Ao final
foram adicionados 75 pL de sobrenadante metanélico de homogenatos e o
volume final para 1 mL foi ajustado com agua deionizada. Os tubos foram
agitados em vortex e mantidos em temperatura ambiente por 24 h, quando a
reacdo estava completa. O branco foi feito sem a adicdo de homogenato.
Posteriormente, a absorbancia em 580 nm foi registrada e aos tubos foram

adicionados 5 pyL de hidroperéxido de cumeno (CHP) 0,5 mM, que foram
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novamente agitados em vortex. Apds uma hora, a Asgy foi novamente registrada.
Os niveis de hidroperéxidos de lipidios foram expressos como equivalentes de

cumeno hidroperéxido (Hermes-Lima e cols., 1995).

2.4. Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M.)
de 10 animais por grupo (para os testes comportamentais) e de 3 animais por
grupo (para os testes bioquimicos). As comparagdes estatisticas dos resultados
foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via e os grupos foram
comparados entre si, pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. A probabilidade
aceita como indicativa da existéncia de diferenga estatisticamente significante foi
de p<0,05. Os dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism

4® (San Diego, CA).

Para a analise dos dados do tempo de laténcia no teste de esquiva
inibitéria do tipo step-down foi realizada uma analise ndo paramétrica, onde foram
demonstradas as medianas (intervalo interquartis) de 10 animais por grupo, das
laténcias de descida da plataforma e analisados através do teste Kruskal-Walis

seguido do teste post hoc de Dunn ou Mann-Whitney, quando apropriados.

3. RESULTADOS

3.1. Teste da Atividade locomotora espontanea

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg), DZP (1 mg/kg, controle
positivo para o teste do LCE), FXT (10 mg/kg, controle positivo para o teste do

nado forcado) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo para os testes de meméria) em
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proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo gestacional e
lactacional avaliadas no teste do campo aberto estdo presentes no grafico 10. A
ANOVA de uma via nao revelou qualquer diferenca significante entre os grupos,

quando comparados ao controle (Fo,109)= 1,214, p=0,2917).

Numero de cruzamentos

V DZP FXTCAF 1 10 100 v 1 10 100
C. paludosa C. paludosa
Controle EtOH

Grafico 10: Efeito da administragcao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade locomotora de proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o
periodo gestacional e lactacional, avaliadas no teste do campo aberto durante 5 min. DZP (1
mg/Kg), FXT (10 mg/Kg) ou CAF (10 mg/kg) foram utilizados como controles positivos. Os
resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo (Teste de Newman-
Keuls). DZP=diazepam, FXT=fluoxetina, CAF=cafeina.

3.2. Teste do LCE

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou DZP (1 mg/kg, controle
positivo), em proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo
gestacional e lactacional, avaliadas no teste do LCE, estdo demonstrados no

grafico 11 A-C.
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ANOVA de uma via revelou efeitos significantes para os fatores de
tratamento na %EBA (Figgq = 19,81; p<0,0001) (Grafico 11 A), na %TBA (Fggg) =
11,71; p<0,0001) (Grafico 11 B), mas nao significante para o numero de EBF
(Fes9) = 1,972; p=0,0605) (Grafico 11 C). O teste de Newman-Keuls revelou uma
reducao significante na %EBA (Grafico 11 A) e na %TBA (Gréafico 11 B) na
exposicao prenatal e lactacional ao EtOH, indicando um comportamento do tipo
ansiogénico nesses animais quando comparados aos controles tratados com o

veiculo.

Além disso, a administracao crbénica com o EE da C. paludosa (1, 10 ou
100 mg/kg) produziu um aumento na %EBA no teste do LCE (Grafico 11 A) e a
dose de 100 mg/kg favoreceu um aumento na %TBA (Grafico 11 B). Esses dados
indicam que o tratamento com o EE da C. paludosa foi capaz de reduzir o
comportamento do tipo ansiogénico produzido pela exposicdo prenatal e

lactacional ao EtOH em proles adultas.
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%EBA

%TBA

vV DzZP v 1 10 100
C. paludosa C. paludosa
Controle EtOH

Grafico 11: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na percentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) (A), na percentagem do
tempo nos bragos abertos (% TBA) (B) e no numero de entradas nos bracos fechados (EBF) (C),
em proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo gestacional e lactacional,
avaliadas no teste do LCE, durante 5 min. DZP (1 mg/Kg, v.0.) foi utilizado como controle positivo.
Os resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais por grupo. *;o<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls). DZP=diazepam.
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3.3. Teste do nado forcado

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou FXT (10 mg/kg, controle
positivo), em proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o perido
gestacional e lactacional, avaliadas no teste do nado forcado, estédo

demonstrados no gréafico 12 A-C.

ANOVA de uma via revelou efeitos significantes para os fatores de
tratamento no tempo de subida (Figge = 4,910; p<0,0001) (Grafico 12 A), no
tempo de nado (Figsy = 9,530; p<0,0001) (Grafico 12 B), e no tempo de

imobilidade (Fg g9 = 11,94; p<0,0001) (Grafico 12 C) dos animais.

O teste de Newman-Keuls revelou que as proles de ratos adultos, nascidas
de maes expostas ao EtOH durante o periodo gestacional e lactacional, nao
apresentaram comportamento do tipo depressivo, que deveria ter sido sugerido
por uma reducédo significante nos tempos de subida e nado e por um aumento no
tempo de imobilidade durante o teste do nado forgado. Entretanto, o tratamento
cronico com o EE da C. paludosa apresentou um comportamento do tipo
antidepressivo comparado ao grupo controle, resultando no aumento do tempo de
subida (Grafico 12 A) e uma reducado significativa no tempo de imobilidade

(Grafico 12 C), no teste do nado forgcado.
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Grafico 12: Efeito da administragédo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) no tempo de subida (A), no tempo de nado (B) e no tempo de imobilidade (C) de proles
adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo gestacional e lactacional, avaliadas no teste
do nado forgado, durante 3 min. FXT (10 mg/Kg, v.0.) foi utilizado como controle positivo. Os
resultados sdo expressos como a média £+ E.P.M. de 10 animais por grupo. *p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls). FXT=fluoxetina.
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3.4. Testes de memoria

- Reconhecimento social

O gréfico 13 mostra os resultados do tratamento crdénico da administracao
oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10
mg/kg, v.0., controle positivo) em proles adultas de ratas expostas ao EtOH
durante o periodo gestacional e lactacional, na memdria de reconhecimento social
de ratos quando um mesmo rato jovem foi re-exposto, depois de um periodo de

30 min da primeira apresentacao.

ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o tratamento com o
EE (Fu7,179=24,69; p<0,0001) no tempo de investigacdo, durante a segunda
apresentacdao do mesmo rato jovem (Grafico 13). Ao contrario, os animais do
grupo do EtOH apresentaram um significativo déficit cognitivo na meméria social,
ndao sendo capazes de reconhecer o animal jovem durante a segunda

apresentacao.

O grafico 13 também mostra que o EE da C. paludosa nao foi capaz de
reverter estes déficits cognitivos ocasionados pela administracdo do EtOH. O
teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo, os ratos tratados com CAF ou
com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), apresentaram uma reducao
significativa no tempo de investigacdo durante a segunda apresentacédo do rato

jovem familiar, sugerindo um efeito facilitador da memaria social.
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Grafico 13: Efeito da administragdo crénica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) no tempo de investigacao social de ratos
adultos expostos ao EtOH durante o periodo gestacional e lactacional, quando um mesmo rato
jovem foi re-exposto ao rato adulto, apdés um intervalo de 30 min da primeira apresentagao. Os
resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais por grupo. As barras representam
o tempo de investigacdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras pretas) apresentagéo.
*p<0,05 difere significativamente quando comparado a primeira apresentacdo do mesmo grupo.
*p<0,05 difere significativamente quando comparado & segunda apresentacdo do grupo controle
tratado com o veiculo (Teste de Newman-Keuls). CAF=cafeina.

O grafico 14 mostra os resultados do tratamento crénico da administragéo
oral do EE da C. paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF
(10 mg/kg, v.o., controle positivo) em proles adultas de ratas expostas ao EtOH
durante o periodo gestacional e lactacional, na memdria de reconhecimento social

de ratos, apds de um periodo de 120 min.

A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o tratamento com
o EE (Fi7,179=13,25; p<0,0001) no tempo de investigacdo durante a segunda
apresentacao do mesmo rato jovem familiar (Gréafico 14 A). Entretanto, os animais
do grupo do EtOH e veiculo ndo foram capazes de reconhecer o animal jovem

durante a segunda apresentacao (apds 120 min da primeira exposicao).
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Posteriormente, o teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo, os
ratos tratados com CAF ou com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg)
apresentaram uma reducao significativa no tempo de investigacdo durante a
segunda apresentacdo do rato jovem familiar, sugerindo um efeito facilitador da
memb©éria social (Grafico 14 A). Contudo, os resultados com o EE da C. paludosa
parecem ser especificos sobre a meméria social de ratos adultos, uma vez que a
reducdo no tempo de investigacdo nao foi observada quando um rato jovem,
diferente daquele utilizado durante o primeiro encontro, foi apresentado na

segunda exposicao (Grafico 14 B).
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Grafico 14: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) no tempo de investigagdo social de ratos
adultos expostos ao EtOH durante o periodo gestacional e lactacional, quando um mesmo rato
jovem (A) ou um rato jovem diferente (B) foi re-exposto ao rato adulto apds um intervalo de 120
min da primeira apresentacéo. Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais
por grupo. As barras representam o tempo de investigagdo na primeira (barras brancas) e
segunda (barras pretas ou cinzas) apresentagdo. *p<0,05 difere significativamente quando
comparado & primeira apresentagdo do mesmo grupo. *p<0,05 difere significativamente quando
comparado a segunda apresentacédo do grupo controle tratado com o veiculo (Teste de Newman-
Keuls). CAF=cafeina.
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- Esquiva inibitéria do tipo “step-down”

Os resultados do tratamento cronico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (0,5, 1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10 mg/kg, v.o0.,
controle positivo) em proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo
gestacional e lactacional, na memoria espacial de curta e longa duracao de ratos,
avaliados no teste a esquiva inibitéria do tipo “step-down”, estdo demonstrados no

grafico 15.

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelou um efeito significante
para o tratamento na laténcia dos animais na MCD (H(8, N=18)=145,6; p<0,0001)
e na MLD (H(8, N=18)=149,4; p<0,0001). Subsequente, o teste de Mann-Whitney
indicou que o tratamento com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) e CAF
(10 mg/kg), 60 min antes da sessao treino, aumentou significativamente a laténcia
dos animais na MCD e na MLD, melhorando a meméria espacial destes animais
quando comparados aos animais controles (Grafico 15). Entretanto, o teste
mostrou que os animais do grupo EtOH apresentaram déficits cognitivos quando
comparados aos animais tratados com o veiculo do grupo controle. Este efeito foi

revertido pelo tratamento com o EE da C. paludosa.
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Grafico 15: Efeito da administragcdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.), na retengdo da memoria de curta (1,5 h) e
longa (24 h) duragdo de ratos adultos expostos ao EtOH durante o periodo gestacional e
lactacional, avaliados no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down” (n=10 por grupo). Os dados
estao expressos como as medianas (intervalo enterquartis) das laténcias de descida da plataforma
nas sessobes treino (barras brancas) e teste (1,5 h: barras cinzas; 24 h: barras hachuradas).
*p<0,05 difere significativamente quando comparado a respectiva sessdo do grupo controle.
*p<0,05 difere significativamente quando comparado a respectiva sessdo do grupo tratado (Teste
de Mann-Whitney). CAF=cafeina.

3.5. Testes bioquimicos
3.5.1. Atividade de enzimas antioxidantes

- Catalase

O grafico 16 mostra os resultados da atividade da catalase nos tecidos
cerebrais em proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As analises

estatisticas realizadas pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante para
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o tratamento nos tecidos cortical (F723=3,462; p=0,0188), hipocampal

(F7.23=10,59; p<0,0001) e cerebelar (F 23=4,221; p=0,0081).

O teste de Newman-Keuls, por sua vez, indicou que o EE da C. paludosa
aumentou a atividade da catalase na dose de 100 mg/kg no tecido cortical e nas
trés doses no tecido hipocampal dos animais controles, sem alterar a atividade da
enzima no tecido cerebelar (Grafico 16 A, B e C), respectivamente. Esse mesmo
efeito foi observado nas proles cujas maes foram expostas ao EtOH, onde o EE
da C. paludosa aumentou a atividade da catalase no tecido hipocampal na dose
de 100 mg/kg (Grafico 16 B) e no tecido cerebelar na dose de 10 mg/kg (Grafico

16 C).
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O grafico 17 mostra os resultados da atividade da catalase no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo gestacional
e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.

paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg).

ANOVA de uma via indicou um efeito significante para o tratamento
(F7.23=18,03; p<0,0001), onde o teste de Newman-Keuls mostrou que o EE da C.
paludosa ndao aumentou a atividade da catalase nas doses de 1 e 10 mg/kg nos
animais controles, e nas trés doses nos animais do grupo do EtOH. Além disso, o
teste mostrou que o tratamento dos animais com o EtOH, durante o periodo
gestacional e lactacional, induziu a atividade da catalase nas proles adultas,
mostrando um possivel efeito protetor no figado destes animais contra a

exposicao ao EtOH.
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Grafico 17: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade da catalase no tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao
EtOH, durante o periodo gestacional e lactacional. Os resultados sdo expressos como a média +
E.P.M. de 3 animais por grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento
com veiculo do mesmo grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento
com veiculo do grupo controle. (Teste de Newman-Keuls).
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- Glutationa peroxidase dependente de selénio

O grafico 18 mostra os resultados da atividade da Se-GPx nos tecidos
cerebrais em proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As analises
estatisticas realizadas pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante para
o tratamento nos tecidos cortical (F723=44,56; p<0,0001) e cerebelar
(Fz.23=11,42; p<0,0001) sem alterar a atividade da enzima no tecido hipocampal

(Grafico 18 A, B e C), respectivamente.

O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C. paludosa nas trés doses
aumentou a atividade da Se-GPx no tecido cortical e cerebelar dos animais
controles, sem alterar a atividade da enzima no tecido hipocampal (Grafico 18 A,
C e B), respectivamente. Esse mesmo efeito foi observado nas proles cujas maes
foram expostas ao EtOH, onde o EE da C. paludosa, em todas as doses,
aumentou a atividade da Se-GPx no tecido cortical (Grafico 18 A) e no tecido
cerebelar (Grafico 18 C) onde a atividade da Se-GPx se mostrou reduzida quando

comparado ao grupo tratado com o veiculo dos animais controles.
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O gréafico 19 mostra os resultados da atividade da Se-GPx no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo gestacional
e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). ANOVA de uma via nao

indicou qualquer efeito significativo para o tratamento (F723=0,8463; p=0,5663).
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Grafico 19: Efeito da administragédo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade da glutationa peroxidase dependente de selénio no tecido de figado de
proles adultas de ratas expostas ao EtOH, durante o periodo gestacional e lactacional. Os
resultados sao expressos como a média = E.P.M. de 3 animais por grupo.

3.5.2. Indicadores de danos oxidativos

- Peroxidacao lipidica pelo método de TBARS

O grafico 20 mostra os resultados dos niveis de TBARS nos tecidos
cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral

do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As analises
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estatisticas realizadas pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante para
o tratamento nos tecidos cortical (F723=3,073; p=0,0298), hipocampal
(F7.23=13,66; p<0,0001) e cerebelar (F723=29,24; p<0,0001) (Grafico 20 A, B e

C), respectivamente.

O teste de Newman-Keuls indicou que o tratamento com o EtOH aumentou
os niveis de TBARS nos tecidos hipocampal e cerebelar, sem alterar os niveis de
TBARS no tecido cortical (Grafico 20 B, C e A), respectivamente. As trés doses do
EE da C. paludosa reverteu o efeito dos niveis da peroxidacao lipidica induzida
pelo EtOH nos tecidos hipocampal (Grafico 20 B) e cerebelar (Grafico 20 C), onde
os niveis de TBARS mostraram-se reduzidos quando comparados ao grupo

tratado com o EtOH, sugerindo um possivel efeito protetor do EE da C. paludosa.
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Grafico 20: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na peroxidagao lipidica em tecidos cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao
EtOH, durante o periodo gestacional e lactacional. Os resultados sdo expressos como a média +
E.P.M. de 3 animais por grupo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
nos tecidos cortical (A), hipocampal (B) e cerebelar (C). ’;p<0,05 difere significativamente quando
comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere significativamente quando
comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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O grafico 21 mostra os resultados dos niveis de TBARS no tecido de figado
de proles adultas expostas ao EtOH, durante o periodo gestacional e lactacional,
bem como o tratamento crénico da administragéo oral do EE da C. paludosa (1,
10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A andlise estatistica realizada pela
ANOVA de uma via mostrou um efeito significante para o tratamento
(F7.23=120,2; p<0.0001). O teste de Newman-Keuls indicou que o tratamento com
o EtOH aumentou os niveis de TBARS e que esse efeito foi revertido pelo

tratamento com as trés doses do EE da C. paludosa.
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Grafico 21: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na peroxidacao lipidica em tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao
EtOH, durante o periodo gestacional e lactacional. Os resultados sdo expressos como a média +
E.P.M. de 3 animais por grupo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
*p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo.
*p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle.
(Teste de Newman-Keuls).
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- Peroxidacao lipidica pelo método de alaranjado de xilenol

A concentracdo de equivalentes de hidroperéxido de cumeno nos tecidos
cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao EtOH, durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg) estédo
demonstrados no grafico 22. As analises estatisticas realizadas pela ANOVA de
uma via mostraram um efeito significante para o tratamento nos tecidos cortical
(F7.23=23,75; p<0,0001), hipocampal (F723=55,57; p<0,0001) e cerebelar

(F7.23=16,79; p<0,0001) (Grafico 22 A, B e C), respectivamente.

O teste de Newman-Keuls indicou que o tratamento com o EtOH aumentou
as concentracoes de equivalentes de hidroperdxido de cumeno nos trés tecidos
cerebrais (Grafico 22 A, B e C); e este efeito foi revertido pelas trés doses do EE
da C. paludosa. Estes resultados confirmam os resultados obtidos no teste de

TBARS, sugestivos de um possivel efeito protetor do EE.
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O grafico 23 mostra a concentracao de equivalentes de hidroperdxido de
cumeno no tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH, durante
o periodo gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da
administracdo oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10

mL/kQ).

As anadlises estatisticas realizadas pela ANOVA de uma via mostraram um
efeito significante para o tratamento nos tecidos (F723=257,2; p<0,0001). O teste
de Newman-Keuls indicou que os tratamentos com as trés doses do EE diminuiu
a concentracao de equivalentes de hidroperéxido de cumeno quando comparados
ao grupo controle, confirmando os resultados do teste de TBARS. O teste também
indicou que o tratamento com o EtOH aumentou as concentragao de equivalentes
de hidroperéxido nos tecidos cerebrais, e que este efeito foi revertido pelas trés

doses do EE da C. paludosa.
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Grafico 23: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na concentracao de equivalentes de hidroper6xido de cumeno (Eq. CHP) no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH durante o periodo gestacional e lactacional.
Os resultados sdo expressos como a média = E.P.M. de 3 animais por grupo dos niveis de Eq.
CHP. p<0 05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo
grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo
controle. (Teste de Newman-Keuls).
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o tratamento
crénico com o EE dos bulbos da C. paludosa nas doses de 1, 10 ou 100 mg/kg,
apresentou efeito do tipo ansiolitico ou antidepressivo em animais, quando
avaliados no teste do LCE e nado forgado, respectivamente. Além disso, o
tratamento com as trés doses do EE da C. paludosa foi capaz de melhorar ou
facilitar processos cognitivos relacionados as memérias do tipo operacional e
espacial, quando avaliadas nos testes de memoria social e esquiva inibitéria do
tipo “step-down”, respectivamente. Para descartar qualquer efeito inespecifico do
EE da C. paludosa, que pudesse inferir nos resultados, foi realizado o teste do
campo aberto, onde ndo se observou qualquer alteracao significativa na atividade

locomotora dos animais, em todas as doses avaliadas.

Pesquisas tém demonstrado que as espécies da familia Iridaceae possuem
efeitos benéficos para o tratamendo de déficits neurocomportamentais, como
prejuizos de memoria e déficit de aprendizado e para o tratamento de doencas
como a ansiedade e a depressdo (Hosseinzadeh e Noraei, 2009; Pitsikas e
Sakellaridis, 2006; Pitsikas e cols., 2007; Wang e cols., 2010). Portanto, esses
resultados contribuem, ao menos em parte, para a compreensao dos efeitos do

género Cipurano SNC.

Confirmando dados prévios de nosso laboratério (Maia e cols., 2009a), o
presente estudo demonstrou que o tratamento diario com o EtOH 22,5% p/v (6,5
g/kg, v.0.) em ratas durante o desenvolvimento do SNC (periodo gestacional) e
periodo lactacional, produz alteragbes nas respostas neurocomportamentais em

proles adultas, quando avaliadas nos modelos de ansiedade e meméria.
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Os dados encontrados no presente estudo demonstraram que o tratamento
cronico de 14 dias com o EE da C. paludosa melhorou esses déficits
comportamentais induzidos pela exposicdo prenatal e lactacional ao EtOH em
ratos. O EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) foi capaz de reverter o
comportamento do tipo ansiogénico dos animais expostos ao EtOH avaliados no
teste do LCE, resultando no aumento da %EBA e %TBA, sem alterar a EBF. Este
resultado pode ser comparado com o controle positivo DZP. Esses resultados
parecem demonstrar um efeito especifico relacionado a ansiedade, visto que a
EBF e atividade locomotora dos animais no teste do campo aberto ndo foram

afetadas.

Como discutido por File (1992), a EBF é uma importante medida de
atividade geral no teste do LCE, apropriada para indicar se uma droga €
ansiolitica ou ansiogénica. Esses dados confirmam aqueles de outros estudos
mostrando que o efeito ansiogénico pode ser produzido pela exposicao de longa

duracao do EtOH (da Silva e cols., 2004).

Decidiu-se também investigar os efeitos da exposicao prenatal ao EtOH no
comportamento do tipo depressivo avaliado no teste do nado forcado,
considerado como um modelo animal de depressao (Porsolt e cols., 1978). Ratos
que sao forcados a nadar em uma area restrita assumem uma postura imével
apds a tentativa inicial de escape, mantendo somente os movimentos minimos
necessarios para manter a cabeca acima da agua. Dados da literatura tém
mostrado que o nado “é sensivel” aos componentes serotoninérgicos, tais como
os inibidores de recaptacdo de serotonina, como a FXT (Cryan e Lucki, 2000;

Detke e cols., 1995; Holick e cols., 2008; Nakatomi e cols., 2008).
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Os dados presentes nesse estudo, usando o teste do nado forgcado,
demonstraram que o EE da C. paludosa, quando administrado cronicamente,
produziu uma resposta do tipo antidepressiva em animais. Nesse teste, os
animais apresentaram aumento significativo no tempo de nado e uma diminuicao
no tempo de imobilidade. Tal comportamento ndo foi observado nos animais
expostos prenatalmente ao EtOH, confirmando dados prévios do nosso

laboratério (Maia e cols., 2009).

Esses resultados, entretanto, sdo opostos aqueles mostrando que proles
jovens e adultas, de maes tratadas com EtOH, apresentaram uma alta atividade
locomotora no teste do campo aberto (Bond e Di Giusto, 1977; Riley e cols.,
1986). Neste estudo, foi utilizado EtOH 6,5 g/kg em ratas durante o periodo
gestacional e lactacional e ndo se observou qualquer diferenga quando
comparados aos animais controles. A diferengca observada entre essa e outras
pesquisas pode ser em decorréncia do modelo experimental e/ou linhagens
usados e/ou a susceptibilidade aos efeitos teratogénicos do EtOH (Becker e cols.,

1996).

Alguns extratos ou principios ativos obtidos a partir de espécies
pertencentes a familia Iridaceae possuem um amplo espectro de atividades
biolégicas, incluindo efeitos do tipo antidepressivos (Akhondzadeh Basti e cols.,

2007; Lechtenberg e cols., 2008; Wang e cols., 2010).

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (Lucena e cols., 2007b)
foi demonstrado o EE da C. paludosa como um potencial agente em doencas
neuroldgicas relacionadas a excitotoxicidade e ao estresse oxidativo. No presente

estudo, foram realizados dois testes para avaliar a cognicdo dos animais expostos
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prenatalmente ao EtOH e tratados cronicamente com o EE da C. paludosa (1, 10
ou 100 mg/kg, v.0.). Os testes avaliados foram o de reconhecimento social e
esquiva inibitoria do tipo “step-down”, os quais abordam dois tipos diferentes de

mem©éria, a memoria operacional € a memoria espacial, respectivamente.

Nos testes de memoria social, os dados do presente estudo mostraram um
efeito facilitador da meméria em ratos tratados cronicamente com o EE da C.
paludosa apresentando uma melhora na capacidade de reconhecer um rato
jovem, quando este foi re-exposto ao rato adulto, apés um periodo de 120 min da
primeira apresentagao, sugerindo uma melhora na meméria social. Esse efeito se
manteve constante quando um rato jovem diferente foi apresentado ao rato adulto
apos 0 mesmo intervalo de tempo (120 min). Esse comportamento facilitador da
memoéria nao foi observado nos animais do grupo do EtOH. Os resultados
mostraram que 0s animais expostos ao EtOH, durante o periodo gestacional e
lactacional, apresentaram um prejuizo na capacidade de reconhecer um rato
jovem, quando re-exposto ao rato adulto apés um curto intervalo de tempo de 30

min, sugerindo um prejuizo na meméria social.

Este teste € um modelo de memodria olfatéria de curta duragcdo que pode
ser facilitada por drogas que melhoram os processos de aprendizado e meméria
(Prediger e cols., 2005b; Terranova e cols., 1996), e prejudicada por processos
fisiopatoldgicos (como isquemia, envelhecimento, exposi¢cdo a neurotdxicos, entre
outros) que interferem nos processos de aprendizado e meméria (Prediger e cols.,
2005a). O que geralmente € aceito nesse tipo de teste é que se o periodo no qual
o animal for avaliado for menor do que 40 min, o rato adulto exibira

reconhecimento do rato jovem, o que sera indicado por uma reducgao significante
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no tempo de investigacao social, durante a segunda avaliagdo (Dantzer e cols.,
1987; Prediger e Takahashi, 2005). Entretanto, quando o0 mesmo animal jovem for
re-exposto por um periodo mais longo (mais que 60 min) apdés a primeira
apresentacao, o rato adulto demorara muito mais tempo para reconhecer o rato
jovem, isto €, o tempo de investigagcdo social na segunda apresentagdo sera

similar aquele observado na primeira avaliacao.

Os resultados presentes neste estudo estdo de acordo com a literatura,
indicando que a exposicao prenatal ao EtOH pode acarretar em déficits cognitivos
afetando areas cerebrais envolvidas em processos mnemédnicos (Maia e cols.,
2009, 2010; Neese e cols., 2004). Os dados do presente estudo sdo 0s pioneiros,
mostrando o efeito da exposicao prenatal e lactacional ao EtOH no modelo de
memdéria social. Segundo lzquierdo (2002), a memoria operacional, ou também
conhecida como memoéria de trabalho, utiliza poucas vias nervosas e nao deixa
tracos neuroquimicos ou comportamentais € nao produz arquivos de registros.

Este tipo de memdéria é processado fundamentalmente pelo cortex pré-frontal.

A membéria espacial foi avaliada no teste da esquiva inibitoria do tipo “step-
down’. Os resultados presentes neste estudo demonstraram que o tratamento
com todas as doses do EE da C. paludosa mostrou um efeito facilitador na
retencdo da memoria de curta e longa duragcédo, quando comparado aos animais
do grupo controle. A CAF foi utilizada como controle positivo. Este efeito
facilitatério do EE é dissociado de qualquer efeito sedativo ou relaxante
inespecifico, como foi comprovado pelo teste de campo aberto realizado nos
animais. Entretanto, as proles adultas expostas ao EtOH durante o periodo

gestacional e lactacional apresentaram déficits na memoria espacial quando
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comparadas aos animais controles, mostrando que os animais do grupo do EtOH

apresentaram dificuldades neste tipo de aprendizado.

Estes resultados estdao de acordo com trabalhos prévios da literatura que
mostram déficits cognitivos na memaria espacial de ratos expostos prenatalmente
ao EtOH (Furuya e cols., 1996; Neese e cols., 2004). Estudos tém demonstrado
que a principal estrutura responsavel por esse tipo de memoria é o hipocampo.
Os dados do presente estudo mostram que o tratamento com o EE da C.

paludosa reverteu os déficits cognitivos induzidos pela exposi¢cao ao EOH.

Tem sido amplamente reconhecido que muitas plantas medicinais podem
melhorar a memoéria e funcbes cognitivas relacionadas as doencas
neurodegenerativas (Chonpathompikunlert e cols., 2010; Ho e cols., 2009;
Prediger e cols., 2008), entre elas plantas pertencentes a familia Iridaceae
(Sugiura e cols., 1994, 1995; Zhang e cols., 1994; Pitisikas e Sakellaridis., 2006;
Pitisikas e cols., 2007). O presente trabalho é o primeiro a demonstrar os efeitos
do tratamento crénico com o EE da C. paludosa em modelos animais de

aprendizado e memoria.

E bem sabido que o consumo de alcool promove um significativo aumento
dos radicais livres em diversas partes do corpo e esse aumento acarreta um
desequilibrio homeostatico que afeta 6rgaos e tecidos conhecido como estresse
oxidativo. Este, por sua vez, contribui para a evolucdo de varias doencas
cronicas, entre elas as doencas neurodegenerativas e neuropsiquicas. Tendo em
vista, os danos oxidativos aos diversos 6rgdos e tecidos provocados pela
exposicao ao EtOH, o presente estudo investigou os efeitos da exposi¢ao prenatal

ao EtOH e os possiveis efeitos neuroprotetores do EE da C. paludosa, nos niveis
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de enzimas antioxidantes, tais como a catalase e a Se-GPx que reduzem o H20»,
substancia altamente téxica para a célula, a agua (H>.O) e O, nos sistemas

celulares.

O presente estudo mostrou que o tratamento com o EE da C. paludosa
apresentou um aumento nos niveis da atividade da catalase nos tecidos cortical e
hipocampal de proles adultas. Além disso, esse efeito foi observado no tecido
hipocampal de proles adultas expostas prenatalmente ao EtOH, sugerindo um
possivel mecanismo de defesa do proprio tecido. Entretanto, os niveis de Se-GPx
apresentaram baixos nos tecidos cortical e cerebelar, mostrando que a exposi¢cao
prenatal ao EtOH foi especifica para a inibicado dos niveis de Se-GPx. Este efeito
foi totalmente revertido pelo tratamento crénico com o EE da C. paludosa,

sugerindo um efeito antioxidante protetor em tecidos cerebrais expostos ao EtOH.

Além disso, os niveis de catalase no figado apresentaram-se elevados nos
animais do grupo do EtOH quando comparados aos animais controles, sugerindo
como um mecanismo de auto-defesa do 6rgao responsavel pela metabolizagdo
do EtOH. Esses resultados estdo de acordo com dados prévios de nosso grupo
de pesquisa (Lucena e cols., 2007b) onde foi demonstrado um efeito antioxidante
do EE da C. paludosa administrado cronicamente, por 14 dias, na dose de 100
mg/kg. A catalase e a Se-GPx sdo peroxidases responsaveis pela detoxificacao
de perdxidos enddgenos. Entretanto, pouco se sabe sobre essa relacdo em

regides anatémicas especificas do cérebro.

O EtOH atinge todos os tecidos do organismo e afeta a maioria das
fungdes vitais, por ser uma molécula pequena e soluvel tanto em meio aquoso

como lipidico (Lieber, 1997). Ele causa uma reducdo nos niveis de catalase
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(Jordao Junior e cols., 1998) e Se-GPx (Boyer e Petersen, 1990) e aumento na
formacao de EROs (Ozel e cols., 2010). A ingestdo do EtOH também induz a um

aumento na peroxidacao lipidica (Jordao Junior e cols., 1998).

O presente estudo mostrou que os niveis de peroxidacdo lipidica dos
animais do grupo do EtOH apresentaram-se elevados nos tecidos hipocampal e
cerebelar, comparados aos animais do grupo controle, quando avaliados pelo
método de TBARS e de alaranjado de xilenol, corroborando com dados da
literatura (Jordao Junior e cols., 1998). Importante ressaltar que este efeito foi
revertido pelo tratamento crénico com as trés doses do EE da C. paludosa,
sugerindo o potencial efeito antioxidante e protetor do extrato. Esse efeito se
manteve presente no tecido de figado avaliado pelos dois métodos. Assim, esses
resultados explicam parte dos efeitos neuroprotetores da C. paludosa, observados

nos ensaios comportamentais.

Analisando os dados em conjunto, a C. paludosa pode ser uma alternativa
para o tratamento de disfuncbes neurocomportamentais. Estudos fitoquimicos
estdo em processo de identificacdo de compostos ativos presentes na planta que

podem ser responsaveis por estas propriedades neuroprotetoras.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Em conjunto, o presente estudo mostrou que a exposicao ao EtOH durante
o periodo gestacional e lactacional produz alteragbes comportamentais do tipo
ansiogénicas e déficits cognitivos em proles adultas, bem como parametros
oxidantes em tecidos cerebrais e de figado. Esses dados favorecem os estudos

clinicos mostrando que independente das alteracdes comportamentais, faz-se
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necessario a intervencao no uso do alcool durante a gravidez objetivando a
reducao do risco da FAS. Além disso, os dados deste estudo sugerem que o EE
da C. paludosa pode representar valiosa ferramenta para melhorar déficits
emocionais e/ou cognitivos produzidos pela exposicao prenatal ao EtOH. Estudos
adicionais sao necessarios para determinar os mecanismos bioquimicos e/ou

moleculares responsaveis por estas respostas.



CAPITULO 3

Cipura paludosa x MeHg x
Estresse oxidativo
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EFEITOS DA C. paludosa EM RATOS ADULTOS EXPOSTOS AO
MeHg DURANTE O PERIODO GESTACIONAL

1. INTRODUCAO

1.1. Qual o interesse em se estudar o MeHg?

% A intoxicacao pelo MeHg x Amazo6nia

A preocupacgdo com a contaminacado mercurial na Amazénia veio como um
subproduto de uma das maiores “corridas do ouro” (goldrush) que ja aconteceu.
Nas ultimas décadas do século XX, o Brasil tornou-se um dos maiores produtores
de ouro, gracas ao minério extraido da Amazoénia. As estimativas conservadoras
indicam que, pelo menos, 100 toneladas de ouro por ano sdo produzidas na
Amazénia desde meados da década de oitenta, excedendo as 80 toneladas

extraidas na Califérnia, no pico da corrida do ouro, em meados do século XIX.

O subproduto de todo este processo é o despejo concomitante na natureza
de cerca de 100 a 200 toneladas de mercurio por ano. Isto ocorre porque na
Amazédnia existe uma parcela da populacdo que tem como atividade ocupacional
o garimpo artesanal do ouro (Brown, 1990; Pinheiro e cols., 2008). A purificacdo
do ouro é realizada pela queima do “azougue” que, muitas vezes, € realizada sem
qualquer técnica mais elaborada ou cuidado com o meio ambiente. Neste
processo ocorre a volatilizacdo do vapor de mercurio que, além de ser inalado

pelo garimpeiro que efetua a queima, pode contaminar o ambiente ao seu redor.

O mercurio volatilizado, quando depositado em rios, lagos ou lagoas fica

retido em sedimentos bénticos, onde sofre o processo de metilacao por acao de
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bactérias aerdbicas e anaerdbicas. Uma vez na agua, o MeHg pode ser absorvido
por organismos vivos, plantas aquaticas e peixes, entre eles 0s peixes carnivoros,
que no final da cadeia alimentar servem de nutriente para o préprio homem,
contaminando-o. O vapor de mercurio, que se espalha em ambiente terrestre,
pode também ser metilado, o que favorece sua absorcao pelas plantas e animais,

ampliando a cadeia de contaminacéao (Figura 9) (Brown, 1990).

Hg?{vapor)
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Figura 9: Figura esquematica do ciclo do mercurio. As emissdes atmosféricas de mercurio
elementar (Hg°) ocorrem através de eventos naturais ou através de atividades antropogénicas. O
vapor de mercurio, presente no ar atmosférico, pode sofrer oxidacdo, transformando-se em
mercdrio inorganico (Hg®), que é depositado no solo ou rios e lagos. Nos sistemas aquaticos, o
Hg** pode sofrer metilacdo, transformando-se em metilmerctrio (MeHg) e depositar-se nos
planctons, que sado fonte alimentar dos animais marinhos. Desta forma, o consumo de peixes
contaminados pelo MeHg pode ser fonte de contaminagao dos seres humanos. Fonte: Maia, 2009,
adaptado de Lacerda e cols., 1987.

Duas formas de intoxicacdo mercurial sdo relevantes neste caso, sendo
que na primeira existe a exposicao direta ao vapor de mercurio metalico pelo
garimpeiro, durante a “queima do ouro”. A exposicao crbnica, com absorcido de
pequenas quantidades em periodos prolongados de tempo, dependendo da dose,
do tempo de exposicdo, da susceptibilidade individual, e do tipo de composto
mercurial ao qual o individuo estara exposto, pode levar a varios sintomas, entre

eles os problemas nervosos (Beeson e McDermott, 1977; Brito Filho, 1988).
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A poluicdo do meio ambiente pelo mercurio, oriunda das atividades de
garimpo, leva ao aparecimento de formas orgénicas desse elemento, como o
MeHg, as quais, quando ingeridas por meio de alimentos contaminados,
produzem uma outra sindrome clinica conhecida como sindrome de Hunter-

Russel ou doenga de Minamata (Hunter e Russell, 1954).

Uma série de estudos, realizada a partir da década de oitenta,
documentaram este tipo de ameaca a saude individual e coletiva das pessoas que
vivem em varios locais da Amazénia (Brown, 1990; Palheta, 1993; Pinheiro e
cols., 2008; Santos e cols., 2000). Diversos estudos mostraram, por exemplo, que
as amostras de peixes coletadas na regido de ltaituba, Rio Tapajés, tinham
concentracdo de mercurio total superior ao limite de referéncia da Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (0,5 ppm). Como o consumo de peixe pela comunidade
local chega a cerca de 200 g/dia, a possibilidade de ingestdo de uma quantidade
proibitiva de mercurio é elevada (Akagi e cols., 1995, 1996; Rodrigues e cols.,

1994).

% MeHg x estresse oxidativo

Os metais agem como catalisadores em reagbes oxidativas de
macromoléculas biolégicas, e, portanto, sua toxicidade poderia estar relacionada
ao dano oxidativo dos tecidos (Ercal e cols., 2001). O mercurio produz deplecao
dos principais antioxidantes celulares, principalmente os que contém grupos
tidlicos. Ele pode aumentar a geragdo de EROs, como os radicais OH* e O." e o
H.O.. A maior producdo de oxigénio reativo pode destruir as defesas

antioxidantes intrinsecas das células e resultar na condicao de estresse oxidativo.
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A maior fracdo do MeHg ingerida é excretada na urina (10%) e fezes (90%)
como um complexo glutationa-MeHg (Norseth e Clarkson, 1970; Rowland e cols.,
1980) e 16% do mercurio excretado no leite materno estd na forma de MeHg
(Counter e Buchanan, 2004). Uma parte dele, presente na bile, pode sofrer
recirculacdo hepato-biliar, prolongando a sua meia-vida bioldgica (alcancando
dois meses) no organismo, 0 que € dependente da dose de contaminagao

(Counter e Buchanan, 2004; Dutczak e cols., 1991).

Além disso, o MeHg é transportado pelos eritrécitos (90%), com uma
pequena fracdo ligada as proteinas do plasma. Por ser lipossollvel, atravessa
facilmente a barreira hematoenceféalica e placentaria, acumulando-se no embrido
e interferindo no seu desenvolvimento (Counter e Buchanan, 2004; Lackowicz e
Anderson, 1980). Evidéncias relacionadas a estes aspectos tém suporte nas
consequéncias dos desastres ocorridos em Minamata e Niigata (Japao) causadas
pelo consumo de peixes contaminados por MeHg (Bertossi e cols., 2004), e no
Iraque e em Seychelles (Huang e cols., 2005). Nesses locais verificou-se que
houve contaminacdo de embrides por esse contaminante, por meio da via

placentaria.

Varios estudos mostraram que as vitimas, citadas acima, apresentaram
sintomas semelhantes a paralisia cerebral caracterizada por grave deficiéncia
mental, disfungbes motoras e convulsdes (Bertossi e cols., 2004; Davidson e
cols., 2004). O exame histopatolégico dos casos ocorridos no Japao revelou
destruicdo neuronal generalizada do SNC (Matsumoto e cols., 1964; Takeuchi e
Eto, 1999). Nos casos ocorridos no Iraque, observou-se um arranjo anormal dos

neurdnios no cérebro e no cerebelo (Choi e cols., 1978; Choi, 1989).
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No que diz respeito ao mecanismo de acdo do MeHg, tem sido relatado
que esse elemento é capaz de alterar, de forma consistente, a homeostase
intracelular do Ca™ em varios tipos celulares (Hare e Atchison, 1992; Marty e
Atchison, 1997). A morte de células da camada granulosa do cerebelo, induzida
pelo MeHg, tem sido associada ao crescente e severo influxo de Ca*™ intracelular
por alteracées da homeostase do Ca'™, conforme resultados de estudos in vitro

(Marty e Atchison, 1997).

Neste sentido, & que tem sido observado que o MeHg causa um aumento
bifasico caracteristico de Ca*" intracelular a partir de duas etapas: uma "primeira-
fase" em que ocorre a liberacdo inicial de Ca™" intracelular de uma ou mais
organelas citoplasmaticas, e por uma "segunda-fase" relacionada ao influxo
secundario de Ca™ extracellular (Hare e Atchison, 1992; Marty e Atchison, 1997;

Limke e cols., 2003).

Essas evidéncias sugerem que as mitocbndrias contribuem,
significativamente, para ambas as fases, onde na primeira fase ocorre 0 aumento
de Ca™" intracelular e a morte subsequente da célula, em decorréncia da abertura
dos canais de transicdo de permeabilidade mitocondrial (CTPM), ainda nao

totalmente elucidado (Limke e cols., 2003).

Ainda assim, dois mecanismos tém sido sugeridos para explicar a agao do
MeHg nestes CTPM. Em primeira instancia, esta acdo pode ser meio da sua
interacdo direta com proteinas mitocondriais, que alterariam a habilidade das
mitocéndrias de funcionar normalmente, onde ele interferiria no transporte da
corrente de elétrons por meio da interagdo direta nas proteinas respiratérias

(Sone e cols., 1977), induzindo a perda do potencial de membrana interno da
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mitocbndria isoladamente (despolarizacao da membrana) (Bondy e Mckee, 1991),

e gerando a abertura dos CTPM.

I

da fungdo mitocondrial por meio do excessivo influxo de Ca*™ para dentro das
mitocbndrias, onde esta elevagdo promoveria também a despolarizagcdo da
membrana mitocondrial interna (Loew e cols., 1994), inibiria o ciclo do acido
tricarboxilico e da ATPase mitocondrial (Gunter e Gunter, 1994; Simpson e
Russell, 1998), e promoveria a abertura de mais CTPM (Petronilli e cols., 1993;

Limke e cols., 2003)

Constatou-se que o MeHg inibe a atividade da glutationa peroxidase (GPx)
no sangue (Meydani e cols., 1984) de rato, da glutationa redutase em eritdcitos de
rato e do glutationa glicosido, apds experimentos realizados in vitro e in vivo (Choi
e cols., 1996; Mikkanem e Ganther, 1974). Além disso, estudos tém mostrado que
a exposicao de ratos ao MeHg produz inibicdo da glutationa cerebral (Lucena e

cols., 2007b; Lucena e cols., 2010a; Pekkanem e Sandholm, 1972).

Outro interesse em investigar o MeHg é o aspecto ambiental e salude na
Amazénia. Os estudos realizados, até hoje, permitiram que as autoridades de
saude definissem um quadro clinico caracteristico da doenca de Minamata,

quando esta se encontra em estado avangado de comprometimento neurol6gico.

Existe ainda uma consideravel incerteza sobre os sintomas apresentados
pelos pacientes nos primeiros estagios da doencga, sobre os melhores métodos de
diagnoéstico precoce, sobre a correlacdo entre nivel de mercurio ingerido e o

aparecimento dos diversos sintomas e quais 0s mecanismos neuropatolégicos
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pelos quais o mercurio interfere nas células do organismo humano, inclusive nos

neurdnios centrais e periféricos.

Estas perguntas sdo centrais ao problema da poluicdo ambiental pelo
mercurio e salde humana na Amazénia. Essa situacao justifica a investigacéo de
compostos que possam atenuar ou reverter os quadros degenerativos, com a
utilizacdo de produtos naturais da propria Amazdnia, baseado em modelos

experimentais de neurodegeneragao e neuroprotecao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e Tratamento

Os procedimentos quanto ao cruzamento dos animais e deteccao das ratas
gravidas ja foram previamente descritos na pagina 53. Para o tratamento das
gravidas, um grupo de 20 animais recebeu agua de torneira e outro grupo de 20
animais recebeu MeHg (8 mg/kg), no décimo quinto dia de gestacao. Este periodo
€ um estagio de desenvolvimento em que a zona ventricular cerebral do feto

produz neurdnios no cortex cerebral embrionario (DiCicco-Bloom e Sondell, 2005).

As solucdes foram administradas por via oral, em volumes de 1 mL/kg de
peso corporeo total. A dose para o tratamento com MeHg foi baseada na literatura
e em resultados pilotos realizados em nosso laboratério (Cagiano e cols., 1990;
Maia e cols., 2009; Zanoli e cols., 1994) os quais demonstraram déficits
comportamentais em ratos adultos expostos ao MeHg durante o desenvolvimento
fetal. Portanto, o esquema de tratamento atual com o MeHg representa um
modelo para o estudo de déficits comportamentais de longa duracdo de

intoxicacao aguda, durante a gravidez.
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Apés o nascimento, as proles foram mantidas com a méae até o 21° dia
(desmame), sendo estas separadas por sexo e grupo experimental controle (C) e
MeHg. Ao atingirem dois meses de idade, as proles foram separadas em
subgrupos de animais para receberem tratamento crénico, por gavagem, por 14
dias que antecederam os testes comportamentais. O tratamento com o EE da C.
paludosa ou veiculo (salina) foi realizado nas proles machos e nas doses de 1, 10
ou 100 mg/kg, com n=10 animais por grupo. As proles fémeas foram utilizadas em
outros projetos. O interesse em se investigar estas trés doses do EE da C.

paludosa ja foi mencionada na pagina 54.

2.2. Testes comportamentais

As metodologias empregadas nos testes comportamentais foram descritas

previamente no primeiro capitulo, nas paginas 18 a 25.

2.3. Testes bioquimicos
2.3.1. Preparacao dos tecidos

Para a preparacdo dos tecidos seguiu-se a mesma metodologia

previamente descrita no segundo capitulo, presente nas paginas 54-55.

2.3.2. Determinacdo das atividades enzimaticas

- Preparo dos extratos proteicos
A metodologia empregada para o preparo dos extratos proteicos foi

previamente descrita no segundo capitulo, na pagina 55.
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- Atividade de enzimas antioxidantes

A metodologia empregada nos ensaios de atividade de enzimas
antioxidantes foi descrita, previamente, no segundo capitulo que compreedem os
testes para medir a atividade da catalase (paginas 55-56) e da Se-GPx (paginas

56-57).

2.3.3. Concentracao de proteina

Para a medicdo da concentracdo protéica dos tecidos seguiu-se a mesma

metodologia descrita no segundo capitulo presente na pagina 58.

2.3.4. Indicadores de danos oxidativos

As metodologias empregadas nos ensaios de indicadores oxidativos foram
descritas previamente no segundo capitulo que compreendem os testes para
medir a peroxidacao lipidica pelo método de TBARS (paginas 58-60) e pelo

método de alaranjado de xilenol (paginas 60-61).

2.4. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas conforme descrito no primeiro

capitulo presente nas paginas 26-27.
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3. RESULTADOS

3.1. Teste da Atividade locomotora espontanea

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (V: 10 mL/kg), DZP (1 mg/kg, controle
positivo para o teste do LCE), FXT (10 mg/kg, controle positivo para o teste do
nado forcado) ou cafeina (CAF: 10 mg/kg, controle positivo para os testes de

memdéria) em ratos avaliados no teste do campo aberto estdo no grafico 24.

Numero de cruzamentos

V DZP FXT CAF 1 10 100 vV 1 10 100

C. paludosa C. paludosa
Controle MeHg

Grafico 24: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade locomotora de proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o
periodo gestacional, avaliadas no teste do campo aberto, durante 5 min. DZP (1 mg/Kg), FXT (10
mg/Kg) ou CAF (10 mg/kg) foram utilizados como controles positivos. Os resultados séo expressos
como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. *p<0,05 difere significativamente quando
comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. *p<0,05 difere significativamente quando
comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
DZP=diazepam, FXT=fluoxetina, CAF=cafeina.

A ANOVA de uma via revelou diferengca significante entre os grupos,
quando comparados ao grupo controle tratado com veiculo (Fgz79 = 14,75,

p<0,0001). O teste de Newman-Keuls indicou uma redugdo significante na
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atividade locomotora em ratos adultos expostos prenatalmente ao MeHg. O
tratamento crénico com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) produziu
um aumento na atividade locomotora, indicando que o tratamento crénico com o
EE foi capaz de reverter o déficit locomotor associado com a exposicao prenatal

ao MeHg.

3.2. Teste do LCE

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou DZP (1 mg/kg, controle
positivo), em proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o perido
gestacional, avaliadas no teste do LCE, estdo presentes no grafico 25 A-C.
ANOVA de uma via revelou efeitos significantes para os fatores de tratamento na
%EBA (Figge) = 10,43; p<0,0001) (Grafico 25 A), na %TBA (Fgsy = 15,06;
p<0,0001) (Grafico 25 B), mas ndo significante para o niumero de EBF (Fggg) =

1,92; p=0,068) (Grafico 25 C).

O teste de Newman-Keuls revelou uma redugéo significante na %EBA
(Grafico 25 A) e na %TBA (Grafico 25 B), sem alterar o nimero de EBF (Grafico
25 C) nas proles adultas expostas prenatalmente ao MeHg, quando comparadas
ao grupo controle. Além disso, a administracao croénica com o EE da C. paludosa
(1, 10 ou 100 mg/kg) produziu um aumento na %EBA durante o teste do LCE
(Figura 33 A) e a dose de 100 mg/kg um aumento na %TBA (Grafico 25 B).
Esses dados indicam que o tratamento com o extrato da C. paludosa foi capaz de
reduzir o comportamento do tipo ansiogénico produzido pela exposicao prenatal

ao MeHg em proles adultas.
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Grafico 25: Efeito da administragédo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na percentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) (A), na percentagem do
tempo nos bracos abertos (%TBA) (B) e no nimero de EBF (C) em proles adultas de ratas
expostas ao MeHg durante o periodo gestacional avaliadas no teste do LCE, durante 5 min. DZP
(1 mg/Kg, v.0.) foi utilizado como controle positivo. Os resultados sdo expressos como a média +
E.P.M. de 10 animais por grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao
tratamento com veiculo do mesmo grupo. #p<0,05 difere significativamente quando comparado ao
tratamento com veiculo do grupo controle. (Teste de Newman-Keuls). DZP=diazepam.
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3.3. Teste do nado forcado

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou FXT (10 mg/kg, controle
positivo), em proles adultas de ratas expostas ao MeHg, durante o perido
gestacional, avaliadas no teste do nado forcado estdo demonstrados no grafico 26
A-C. ANOVA de uma via revelou efeitos significantes para os fatores de
tratamento no tempo de subida (Figgg = 14,53; p<0,0001) (Grafico 26 A), no
tempo de nado (Figsy = 25,18; p<0,0001) (Grafico 26 B), e no tempo de

imobilidade (Fs g9 = 42,30; p<0,0001) (Grafico 26 C).

O teste de Newman-Keuls revelou que as proles adultas de ratos nascidas
de maes expostas ao MeHg, durante o periodo gestacional, apresentaram
comportamento do tipo depressivo, sugerido por uma redugdo significante nos
tempos de subida e nado e por um aumento no tempo de imobilidade durante o
teste do nado forcado. Entretanto, o tratamento crénico com o EE da C. paludosa
apresentou um comportamento do tipo antidepressivo comparado ao grupo
controle, resultando no aumento do tempo de subida (Grafico 26 A) e uma
reducao significativa no tempo de imobilidade (Gréafico 26 C), no teste do nado

forcado.
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3.4. Testes de memoria

- Reconhecimento social

O gréfico 27 mostra os resultados do tratamento crdénico da administracao
oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10
mg/kg, v.0., controle positivo) em proles adultas de ratas expostas ao MeHg,
durante o periodo gestacional, na memdéria de reconhecimento social de ratos
guando o mesmo rato jovem foi re-exposto depois de um periodo de 30 min da
primeira exposicdo. ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o
tratamento com o EE (F(7,179=24,69; p<0,0001) no tempo de investigagao

durante a segunda apresentacdo do mesmo rato jovem (Grafico 27).

O teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo, os ratos tratados
com CAF ou com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) apresentaram uma
reducao significativa no tempo de investigacdo durante a segunda apresentacao
do rato jovem familiar, sugerindo um efeito facilitador da meméria social (Grafico
27). Entretanto, os animais do grupo do MeHg apresentaram um significativo
déficit cognitivo na memoria social, ndo sendo capazes de reconhecer o animal
jovem durante a segunda apresentacdo, sendo este efeito revertido pelo

tratamento com o EE nas doses de 10 e 100 mg/kg.
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Grafico 27: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) no tempo de investigagdo social de ratos
adultos expostos ao MeHg, durante o periodo gestacional, quando o mesmo rato jovem foi re-
exposto ao rato adulto, apés um intervalo de 30 min da primeira apresentacdo. Os resultados sdo
expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais por grupo. As barras representam o tempo de
investigacdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras pretas) apresentacdo. *p<0,05 difere
significativamente quando comparado a primeira apresentacdo do mesmo grupo. #p<0,05 difere
significativamente quando comparado a segunda apresentacdo do grupo controle tratado com o
veiculo (Teste de Newman-Keuls). CAF=cafeina

O gréfico 28 mostra os resultados do tratamento crdénico da administracao
oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10
mg/kg, v.0., controle positivo), em proles adultas de ratas expostas ao MeHg
durante o periodo gestacional, na memdria de reconhecimento social de ratos,
apos de um periodo de 120 min. A ANOVA de uma via revelou um efeito
significante para o tratamento com o EE (F(17,179=13,25; p<0,0001) no tempo de
investigacdo durante a segunda apresentacdo do mesmo rato jovem familiar
(Grafico 28 A). Em contrapartida, os animais do grupo do MeHg e veiculo nao
foram capazes de reconhecer o animal jovem durante a segunda apresentagao

(apbés 120 min da primeira exposi¢ao).
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Grafico 28: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) no tempo de investigagdo social de ratos
adultos expostos ao MeHg durante o periodo gestacional, quando o mesmo rato jovem (A) ou um
rato jovem diferente (B) foi re-exposto ao rato adulto, apds um intervalo de 120 min da primeira
apresentacéo. Os resultados séo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. As
barras representam o tempo de investigagdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras
pretas ou cinzas) apresentacdo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado a primeira
apresentagdo do mesmo grupo. “p<0,05 difere significativamente quando comparado & segunda
apresentagao do grupo controle tratado com o veiculo (Teste de Newman-Keuls). CAF=cafeina.

O teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo, os ratos tratados
com CAF ou com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) apresentaram uma

reducao significativa no tempo de investigacdo durante a segunda apresentacao

do rato jovem familiar, sugerindo um efeito facilitador da meméria social (Gréafico



112

28 A). Por outro lado, os resultados com o extrato da C. paludosa parecem ser
especificos sobre a meméria social de ratos adultos, uma vez que a reducao no
tempo de investigacdo nao foi observada quando um rato jovem, diferente
daquele utilizado durante o primeiro encontro, foi apresentado na segunda

exposicao (Grafico 28 B).

- Esquiva inibitéria do tipo “step-down”

Os resultados do tratamento cronico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10 mg/kg, v.o.,
controle positivo) em proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo
gestacional, na memdéria espacial de curta e longa duracao, de ratos avaliados no
teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down”, estdo demonstrados na grafico 29.
O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelou um efeito significante para o
tratamento na laténcia dos animais na memoria de curta (H(8, N=18)=154,6;

p<0,0001) e longa duragao (H(8, N=18)=153,4; p<0,0001).

O teste de Mann-Whitney indicou que o tratamento com o EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) e CAF (10 mg/kg), 60 min antes da sessao treino
aumentou a laténcia dos animais na MCD e MLD, melhorando a memaria espacial
destes animais quando comparados aos animais controles tratados com o veiculo
(Grafico 29). Além disso, o teste mostrou que os animais do grupo MeHg
apresentaram déficit cognitivos quando comparados aos animais tratados com o
veiculo do grupo controle. Este efeito foi revertido pelo tratamento com o EE da C.

paludosa nas doses de 10 e 100 mg/kg.
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Grafico 29: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) na retengdo da memoria de curta (1,5 h) e
longa ( 24 h) duracdo de ratos adultos exposots ao MeHg durante o periodo gestacional,
avaliados no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down” (n=10 por grupo). Os dados estao
expressos como as medianas (intervalo enterquartis) das laténcias de descida da plataforma nas
sessoes treino (barras brancas) e teste (1,5 h: barras cinzas; 24 h: barras hachuradas). *p<0,05
difere significativamente quando comparado a respectiva sessao do grupo controle. #p<0,05 difere
significativamente quando comparado a respectiva sessao do grupo tratado (Teste de Mann-
Whitney). CAF=cafeina.

3.5. Testes bioquimicos
3.5.1. Atividade de enzimas antioxidantes
- Catalase

O grafico 30 mostra os resultados da atividade da catalase nos tecidos
cerebrais em proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo
gestacional, bem como o tratamento crénico da administragéo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As andlises estatisticas
realizadas pela ANOVA de uma via indicaram um efeito significante para o

tratamento nos tecidos cortical (F723=6,627; p=0,0009) e hipocampal
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(F7,23=9,952; p<0,0001), sem apresentar efeito significante no tecido cerebelar

(Fi7,23=2,347; p=0,0747).

O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C. paludosa aumentou os
niveis da atividade da catalase na dose de 100 mg/kg no tecido cortical e nas
doses de 10 e 100 mg/kg no tecido hipocampal dos animais controles, sem alterar
a atividade da enzima no tecido cerebelar (Grafico 30 A, B e C), respectivamente.
Além disso, o EE da C. paludosa (1, 10 e 100 mg/kg) aumentou os niveis da
atividade da catalase no tecido cortical de ratos adultos expostos ao MeHg
durante o perido gestacional (Grafico 30 A) e no tecido hipocampal na dose de

100 mg/kg (Gréafico 30 B).
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O grafico 31 mostra os resultados da atividade da catalase no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo
gestacional, bem como o tratamento crénico da administragéo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A ANOVA de uma via

indicou um efeito significante para o tratamento (F7,23=7.992; p<0.0003).

O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C. paludosa nao aumentou
a atividade da catalase nas doses de 1 e 10 mg/kg nos animais controles e nas
trés doses nos animais do grupo do MeHg. Além disso, o teste também apontou
que o tratamento dos animais com o MeHg, durante o periodo gestacional, inibiu

a atividade da catalase nas proles adultas.
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Grafico 31: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade da catalase no tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao
MeHg durante o periodo gestacional. Os resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 3
animais por grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com
veiculo do mesmo grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com
veiculo do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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- Glutationa peroxidase dependente de selénio

O grafico 32 mostra os resultados da atividade da Se-GPx nos tecidos
cerebrais em proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo
gestacional, bem como o tratamento crénico da administragéo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As andlises estatisticas
realizadas pela ANOVA de uma via indicaram um efeito significante para o
tratamento nos tecidos cortical (F723=7,701; p=0,0004) e cerebelar (F723=18,72;
p<0,0001) sem alterar a atividade da enzima no tecido hipocampal (Gréfico 32 A,

C e B), respectivamente.

O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C. paludosa nas trés doses
aumentou a atividade da Se-GPx no tecido cortical e cerebelar dos animais
controles, sem alterar a atividade da enzima no tecido hipocampal (Grafico 32 A,
C e B), respectivamente. Esse mesmo efeito foi observado nas proles cujas maes
foram expostas ao MeHg, onde o EE da C. paludosa, na dose de 10 mg/kg,
aumentou a atividade da Se-GPx no tecido cortical (Grafico 32 A) e nas trés
doses, no tecido cerebelar (Grafico 32 C) onde a atividade da Se-GPx se mostrou
reduzida quando comparado ao grupo tratado com o veiculo dos animais

controles.
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O gréfico 33 mostra os resultados da atividade da Se-GPx no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo
gestacional, bem como o tratamento crénico da administragéo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A ANOVA de uma via nao

indicou qualquer efeito significativo para o tratamento (F723=1,435; p=0,2590).

gl [ T
0.00 § =

Grafico 33: Efeito da administragédo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade da glutationa peroxidase dependente de selénio no tecido de figado de
proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo gestacional. Os resultados sao
expressos como a média £ E.P.M. de 3 animais por grupo.

3.5.2. Indicadores de danos oxidativos
- Peroxidacao lipidica pelo método de TBARS

O grafico 34 mostra os resultados dos niveis de TBARS nos tecidos
cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo
gestacional, bem como o tratamento crénico da administragéo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As andlises estatisticas

realizadas pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante apenas para o
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tratamento no tecido cerebelar (F723=25,70; p<0,0001) (Grafico 34 C), sem
alterar os niveis de TBARS no tecido cortical (F723=0,5428; p=0,7900) (Grafico

34 A) e no tecido hipocampal (F7,23=0,3225; p=0,9327) (Gréfico 34 B).

O teste de Newman-Keuls indicou que o tratamento com o MeHg aumentou
os niveis de TBARS no tecido (Grafico 34 C) e que esse efeito de peroxidagao
lipidica foi revertido pelo tratamento dos animais com as trés doses do EE da C.

paludosa.
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O grafico 35 mostra os resultados dos niveis de TBARS no tecido de figado
de proles adultas expostas ao MeHg durante o periodo gestacional, bem como o
tratamento crénico da administracdo oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100
mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A analise estatistica realizada pela ANOVA de uma
via indicou um efeito significante para o tratamento (F723=49,70; p<0,0001). O
teste de Newman-Keuls mostrou que o tratamento com o MeHg nao alterou os
niveis de TBARS no figado. Além disso, o teste detectou que os tratamentos, com
as trés doses do EE, manteve baixo os niveis de TBARS quando comparado ao

seus respectivos controles.
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Grafico 35: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na peroxidacao lipidica em tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao
MeHg durante o periodo gestacional. Os resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 3
animais por grupo dos niveis de substéncias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS). *p<0,05
difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. #p<0,05
difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste
de Newman-Keuls).
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- Peroxidacao lipidica pelo método de alaranjado de xilenol

O gréfico 36 A-C mostra a concentragdo de equivalentes de hidroperoxido
de cumeno nos tecidos cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao MeHg
durante o periodo gestacional, bem como o tratamento crénico da administragéao
oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A ANOVA
de uma via indicou um efeito significante para o tratamento no tecido cerebelar

(F7,23=10,94; p<0,0001) (Grafico 36 C).

O teste de Newman-Keuls mostrou que o tratamento com o MeHg
aumentou a concentracdo de equivalentes de hidroperéxido de cumeno no
tecidos cerebelar (Grafico 36 C) e este efeito foi revertido pelas trés doses do EE
da C. paludosa. Estes resultados confirmam os resultados obtidos do teste de

TBARS.
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O grafico 37 mostra a concentracao de equivalentes de hidroperdxido de
cumeno no tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao MeHg no
periodo gestacional, bem como o tratamento crénico da administracao do EE da
C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A ANOVA de uma via
indicou um efeito significante para o tratamento no tecido (F723=257,2;
p<0,0001). O teste de Newman-Keuls indicou que os tratamentos com as trés
doses do EE diminuiu a concentracdo de equivalentes de hidroper6éxido de
cumeno quando comparados ao grupo controle, confirmando os resultados do
teste de TBARS. Além disso, o teste indicou que tratamento com o MeHg nao
alterou a concentracéo de equivalentes de hidroperéxido de cumeno no tecido, e
que esta foi significantemente diminuida pelo tratamento com o EE da C.

paludosa nas doses de 10 e 100 mg/kg.
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Grafico 37: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na concentracao de equivalentes de hidroper6xido de cumeno (Eq. CHP) no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao MeHg durante o periodo gestacional. Os resultados
sdo expressos como a média + E.P.M. de 3 animais. *p<0,05 difere significativamente quando
comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. #p<0,05 difere significativamente quando
comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, confirmam resultados prévios do
nosso grupo (Maia e cols., 2009a), demonstrando que uma unica dose de MeHg
(8 mg/kg), administrada durante a vida intrauterina, induz em respostas
neurocomportamentais nas proles adultas, as quais apresentaram déficits
emocionais com uma predisposicdo aos comportamentos do tipo ansiogénico e
depressivo. Além disso, as proles adultas também apresentaram déficits
cognitivos de aprendizado e memoéria. O presente estudo demonstrou que o
tratamento crénico com o EE dos bulbos da C. paludosa nas doses de 1, 10 ou
100 mg/kg, atenuou esses déficits emocionais e cognitivos induzidos pela

exposicao prenatal ao MeHg em ratos.

Contaminantes ambientais tém sido propostos como uma das possiveis
causas de disturbios emocionais e de aprendizado em jovens, e doencas
neurodegenerativas em idosos (Landrigan e cols., 2005; National Research
Council, 2000). O MeHg é conhecido por ser um potencial neurotoxicante
ambiental que provoca doencgas neuropsicolégicas em humanos (Gilbert e Grant-
Webster, 1995). Efeitos neurotoxicos severos de exposicao prenatal as altas
doses de MeHg foram estabelecidos em humanos depois do desastre de MeHg
no Japao e Iraque (Amin-Zaki e cols., 1979; Harada, 1995) e confirmadas em

estudos com animais (Burbacher e cols., 1990).

Posteriormente, a exposicdo a baixas doses de MeHg encontrada em
frutos do mar, foi considerada ser o fator de risco para desordens cognitivas e

emocionais (por exemplo, perda de memoria, déficit de atencao, e
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comportamentos de ansiedade) em criancas e adolescentes das llhas Faroé que

consumiam peixes da populacéo (Debes e cols., 2006; Grandjean e cols., 1997).

A dose de MeHg, utilizada na realizacdo do presente estudo, foi
selecionada com base em estudos prévios da literatura e de nosso laboratério
(Cagiano e cols., 1990; Maia e cols., 2009). A administracao prenatal de MeHg na
dose de 8 mg/kg no 15° dia de gestagdo em ratas, apresentou um aumento
significativo na concentracdo de MeHg cerebral. Este aumento foi 60 vezes maior
do que o observado nos animais tratados com salina e se manteve trés vezes
maior até o 60 dias ap6s o nascimento (Cagiano e cols., 1990; Maia e cols.,

2009).

No presente estudo, ratos machos adultos expostos ao MeHg durante o
152 dia gestacional apresentaram um claro desenvolvimento de comportamento
do tipo ansiogénico, como indicado pela reducao da frequéncia de entradas e do
tempo gasto nos bracos abertos do LCE. O tratamento crénico com o EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) reduziu esse comportamento induzido pela
exposicao prenatal ao MeHg em ratos, como indicado por um significante
aumento na exploracao nos bracos abertos do LCE. Esses resultados nao podem
ser explicados pelo déficit locomotor dos animais expostos ao MeHg, uma vez

gue o numero total de entradas nos bracos fechados nao foi alterado no LCE.

Como discutido por outros autores (Cruz e cols., 1994; File, 1992), o
namero de entradas nos bragos fechados representa uma medida importante da
atividade geral no LCE. Em acordo com os presentes resultados, dados recentes
de nosso grupo de pesquisa (Maia e cols., 2009) e outros (Cagiano e cols., 1990;

Carratu e cols., 2006; Ferraro e cols., 2009) tém mostrado que a exposicao aguda
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a baixos nivies de MeHg durante o inicio ou final do periodo gestacional nao
resultam em grande prejuizo da funcdo motora, uma vez que a performance dos
ratos expostos ao MeHg (no 40-60 dias apds o nascimento) nos testes de campo
aberto e rota-rod nao foram diferentes significativamente daquelas maes tratadas

com o controle.

No presente estudo também foi analisado os efeitos da exposi¢ao prenatal
ao MeHg no comportamento do tipo depressivo, um topico pouco abordado em
estudos anteriores. Foi utilizado o teste do nado forcado, geralmente considerado
como um modelo animal de depressao (Porsolt e cols., 1978). Nesse teste, ratos
adultos expostos prenatalmente ao MeHg mostraram um maior aumento
significativo no tempo de imobilidade, representando um comportamento do tipo

depressivo.

Corroborando com esses dados, Onishchenko e cols. (2007)
demonstraram um comportamento do tipo depressivo similar em camundongos
adultos nascidos de maes tratadas com MeHg (0,5 mg/kg/dia) adicionada na agua
de beber, desde o sétimo dia de gestacao até o sétimo dia apds o nascimento.
Além disso, as sindromes depressivas tém sido relatadas em humanos que
tiveram uma exposicao ocupacional ao mercurio inorganico (Grum e cols., 2006).
Interessante em nosso estudo, foi que o tratamento crénico com o EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/lg, v.0.) reverteu 0 comportamento do tipo depressivo

associado com a exposicao prenatal ao MeHg.

Em trabalho recente realizado por nosso grupo, demonstrou-se os efeitos
protetores do EE da C. paludosa contra a neurotoxicidade induzida pelo MeHg em

camundongos adultos (Lucena e cols., 2007Db).
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O MeHg é um composto altamente neurotdéxico que acarreta em varios
déficits neurolégicos e de desenvolvimento em animais e humanos (Clarkson e
cols., 2003). No referido trabalho, Lucena e cols. (2007b) demonstraram que 0s
animais tratados com o MeHg apresentaram um déficit locomotor e na
coordenacdo motora. Importante ressaltar que, o tratamento dos animais com o
EE da C. paludosa foi capaz de reverter o déficit locomotor induzido pelo MeHg.
Além disso, foi observado que os animais expostos ao MeHg apresentaram um
inibicdo (42%) nos niveis da GPx cerebelar, uma importante enzima de
detoxificagdo de peréxidos enddgenos, e esse efeito foi revertido pela co-
administracdo com o EE da C. paludosa, sugerindo um efeito neuroprotetor da

espécie.

Além dos testes relacionados a comportamentos emocionais do tipo
ansiogénico ou depressivo, foram realizados dois testes para avaliar a cognicao
dos animais expostos prenatalmente ao MeHg e tratados cronicamente com o EE
da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.). Os testes usados para avaliar a
memdéria dos animais foram o de reconhecimento social e de esquiva inibitéria do
tipo “step-down”, os quais abordam dois tipos diferentes de memdéria, a memdria

operacional e a memaria espacial, respectivamente.

Segundo lzquierdo (2002), a meméria é a aquisicdo, a formacgdo, a
conservacado e a evocacao de informagdes. E uma faculdade cognitiva importante
porque ela forma a base para a aprendizagem (aquisicao) e envolve um conjunto
de sistemas cerebrais que funcionam juntos por meio de células nervosas
(neurdnios) que, quanto ativadas, liberam hormonios ou neurotransmissores que

atingem outras células nervosas através de sinapses.
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Ha varias classificagcbes de memorias, de acordo com a sua funcédo, com o

tempo que duram e com o seu conteudo.

De maneira simplificada, a meméria pode ser classificada em meméria de

curto-prazo e meméria de longo-prazo.

e Memoria de curto-prazo: também chamada de memdria operacional
ou de trabalho, serve para manter durante alguns segundos a
informacao que esta sendo processada no momento. Um exemplo é
o local onde estacionamos o carro, uma informagdo que sera
necessaria até o momento de chegarmos até o carro. Neste caso,
h4d a ativagdo elétrica de neurbnios do cortex-pré-frontal, com

poucas alteragdes bioquimicas (lzquierdo, 2002);

e Memoria de longo-prazo: é classificada em meméria declarativa (ou
explicita) ou nao-declarativa (ou implicita). Podem durar alguns
minutos, horas, meses a anos. Um exemplo é o aprendizado de uma
nova lingua. Neste caso, ha a sintese de novas proteinas

principalmente no hipocampo (lzquierdo, 2002);

A memdria declarativa é a capacidade de verbalizar um fato, como por

exemplo, lembrangca de datas, numeros de telefone, fatos histéricos, etc.

Classifica-se por sua vez em:

- Episddica: quando envolve eventos relacionados ao tempo. Exemplo: A

queda do muro de Berlim, em 8 de novembro de 1989.
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- Seméntica: abrange a memoéria do significado das palavras, sem envolver

conceitos temporais. Exemplo: A capital da Franga € Paris.

A memodéria ndo-declarativa se difere da declarativa porque nao precisa ser

verbalizada, declarada. E a memoria para procedimentos e habilidades, por
exemplo, a habilidade para dirigir, da um lago no cordao do ténis, jogar bola, etc.

Pode ser classificada em:

- Memdria associativa: relacionada a algum tipo de resposta ou
comportamento. Exemplo: pensar em uma pessoa pelo simples fato de um cheiro

de um perfume caracteristico.

- Memdria ndo-associativa: se diferencia da associativa, por aprendermos
um estimulo repetitivo sem nos darmos conta. Exemplo: o latido de um céao feroz

nos traz riscos, o que nos faz sentir medo.

- Memdria de procedimento: relacionada a capacidades ou habilidades
motoras ou sensoriais € 0 que habitualmente chama-se de “habitos”. Exemplo:

sao as memorias de como andar de bicicleta, nadar, soletrar, etc.

- Memodria priming: € a memdria adquirida e evocada por meio de “dicas”.

Exemplo: fragmentos de uma imagem, certos gestos, odores ou sons.

Nos testes de memoria social, os dados do presente estudo mostraram um
efeito facilitador da memoria em ratos tratados cronicamente com o EE da C.
paludosa, apresentando uma melhora na capacidade de reconhecer um rato
jovem, quando este foi re-exposto ao rato adulto apés um periodo de 120 min da
primeira apresentagdo, sugerindo uma melhora na memoéria de curta duragédo dos

animais. Esse efeito se manteve constante quando um rato jovem diferente foi
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apresentado novamente ao rato adulto, apés o mesmo intervalo de tempo.
Entretanto, esse comportamento facilitador da memoria nao foi observado nos

animais do grupo do MeHg.

Os resultados mostraram que os animais expostos prenatalmente ao MeHg
apresentaram um prejuizo na capacidade de reconhecer um rato jovem, quando
re-exposto ao rato adulto apés um curto intervalo de tempo de 30 min, sugerindo
um prejuizo na meméria social. Este teste € um modelo de memdria olfatéria de
curta duracédo que pode ser facilitada por drogas que melhoram os processos de
aprendizado e memoria (Prediger e cols., 2005b; Terranova e cols., 1996), e
prejudicada por processos fisiopatoldégicos (como isquemia, envelhecimento,
exposicdo a neurotdxicos, entre outros) que interferem nos processos de

aprendizado e meméria (Prediger e cols., 2005a).

Os resultados presentes neste estudo estdo de acordo com a literatura,
indicando que a exposicao prenatal ao MeHg pode acarretar déficits cognitivos,
afetando areas cerebrais envolvidas em processos mnemédnicos (Maia e cols.,
2009, 2010; Neese e cols., 2004). Sendo assim, esses dados sao 0s pioneiros,
pelo menos ao nosso conhecimento, mostrando o efeito da exposi¢cao prenatal ao

MeHg no modelo de memdria social em ratos.

Tem sido reconhecido que muitas plantas medicinais podem melhorar a
memdéria e funcbes cognitivas relacionadas as doencas neurodegenerativas
(Chonpathompikunlert e cols., 2010; Ho e cols., 2009; Prediger e cols., 2008),
entre elas plantas pertencentes a familia Iridaceae (Sugiura e cols., 1994, 1995;

Zhang e cols., 1994; Pitisikas e Sakellaridis., 2006; Pitisikas e cols., 2007).
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A memodria espacial, por sua vez, foi avaliada no teste da esquiva inibitéria
do tipo “step-down’. Neste teste ha a observagcédo de dois tipos de meméria, a de
curto-prazo (1,5 h apds a sessao treino) e a de longo-prazo (24 h apos a sessao

treino).

Os resultados presentes neste estudo demonstraram que o tratamento com
todas as doses do EE da C. paludosa apresentou um efeito facilitador na retencéo
da memodria de curta e longa duragao, quando comparado aos animais do grupo
controle. Este efeito facilitatério do EE é dissociado de qualquer efeito sedativo ou
relaxante inespecifico, como foi comprovado pelo teste de campo aberto realizado
nos animais. Entretanto, as proles adultas expostas prenatalmente ao MeHg
apresentaram déficits na memoria espacial quando comparados aos animais
controles, mostrando que o0s animais do grupo do MeHg apresentaram

dificuldades neste tipo de aprendizado.

Estes resultados estdao de acordo com trabalhos prévios da literatura que
mostram déficits cognitivos na memoria espacial de ratos expostos prenatalmente
ao MeHg (Gralewicz e cols., 2009). Importante ressaltar que o tratamento com o
EE da C. paludosa reverteu o déficit cognitivo induzido pela exposicao prenatal ao

MeHg.

As bases neuroquimicas das alteragcdées induzidas pelo MeHg podem
acarretar distarbios em varios sistemas de neurotransmissores, aparecendo
inicialmente durante a exposicdo e seguida de mudancas duradouras no
funcionamento cerebral, acarretando anormalidades nas fung¢des neuronais

24+

devido a uma toxicidade por MeHg, que inclui alteragdo na homeostase do Ca“"",

excitotoxicidade mediada pelo glutamato, e uma indugcédo de estresse oxidativo
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(Aschner e cols., 2007; Carratu e cols., 2006; Castoldi e cols., 2001; Farina e

cols., 2005; Lucena e cols., 2007b).

Embora o estresse oxidativo e a alteracdo na homeostase do glutamato
serem mecanismos distintos relacionados a neurotoxicidade induzida pelo MeHg,
eles sdo intimamente relacionados. De fato, uma ativacdo de receptores
glutamatérgicos N-metil-p-aspartato (NMDA) leva ao aumento do grande influxo

2++

de fons Ca®"*. A sobrecarga intracelular de Ca®** é associada com a geracdo de
EROs, as quais degradam estruturas celulares (Lafon-Cazal e cols., 1993). De
particular importancia, estudos do nosso grupo tém mostrado que o EE da C.
paludosa protegeu o estresse oxidativo induzido pelo MeHg (Lucena e cols.,
2007b) e inibiu a nocicepcdo induzida pelo glutamato em camundongos,

sugerindo um potencial efeito “antioxidante” e “antiglutamatérgico” da C.

paludosa.

A neurotoxicidade induzida pelo MeHg € um fendmeno bem descrito na
literatura. Entretanto, ainda ndo ha tratamentos efetivos avaliados para a
exposicdo ao neurotdxico. O tratamento com agentes quelantes com o intuito de
eliminar o mercurio dos tecidos € de uso limitado devido aos seus efeitos
adversos (Tchounwou e cols., 2003). O MeHg possui grande especificidade com

proteinas no SNC (Fonfria e cols., 2001).

O presente estudo mostrou uma diminuicdo nos niveis da catalase nos
tecidos cortical e hipocampal de ratos adultos expostos prenatalmente ao MeHg.
Esses efeitos foram revertidos pelo tratamento com o EE da C. paludosa (1, 10 ou

100 mg/kg, v.0.).
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Além disso, foi observada um dimuicao na atividade da Se-GPx no tecido
cerebelar. Em acordo com dados prévios de nosso grupo (Lucena e cols., 2007b)
foi possivel correlacionar as propriedades pro-oxidantes do MeHg e seus efeitos
deletérios na coordenacao motora, pela diminuicao da atividade da Se-GPx no
tecido cerebelar e indugao no prejuizo da atividade locomotora em camundongos

adultos.

A Se-GPx é crucial para a detoxificagdo de perdéxidos enddgenos.
Entretanto, pouco se sabe sobre essa relacdo em regides anatomicamente
especificas do cérebro. O MeHg causa uma reducdo na glutationa intracelular e
na catalase (Miura e Clarkson, 1993; Gatti e cols., 2004; Grotto e cols., 2009) e
aumento na formacdo de EROs (Shanker e Aschner, 2003; Zhang e cols., 2009).
Os dados presentes neste trabalho mostraram que o EE da C. paludosa (1-100
mg/kg) reverteu as alteracbes comportamentais e bioquimicas induzidas pelo

MeHg, sugerindo uma potencial relagcao farmacoldgica entre eles.

Além da medida das enzimas antioxidantes catalase e Se-GPx, o presente
estudo mediu os niveis de peroxidacao lipidica, em tecidos cerebrais e de figados,

de ratos adultos expostos prenatalmente ao MeHg durante o periodo gestacional.

Para a determinacdo dos niveis de peroxidacao lipidica foram utilizadas
duas metodologias. A primeira metodologia foi a de TBARS, conforme ja
explicada anteriormente. Os niveis de peroxidagédo lipidica também foram

medidos pelo método de alaranjado de xilenol.

Os dados presentes neste estudo mostraram aumento nos niveis de
TBARS e de hidroperoxidos lipidicos nos tecidos cerebelar de ratos adultos

expostos prenatalmente ao MeHg. Interessante ressaltar, que este efeito foi
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revertido pelo tratamento crénico com o EE da C. paludosa. No tecido de figado, o
tratamento com o MeHg ndo mostrou diferenca em relacdo aos grupos controles,
entretanto, novamente o tratamento com o EE da C. paludosa diminuiu
significativamente a peroxidacao lipidica, tanto pelo método de TBARS, quanto
pelo método de alaranjado de xilenol, sugerindo um efeito protetor do EE da

planta.

Nos tecidos cerebrais pode estar havendo uma reducdo da atividade de
aldeido desidrogenase, que degrada moléculas como o malondialdeido (Fong e
Choy, 2001), resultando assim no aumento dos niveis de TBARS. O
malondialdeido é o produto do ataque das EROs aos acidos graxos insaturados e
reage com TBA, formando TBARS. Recentemente, em estudo realizado por de
Freitas e cols. (2009) em camundongos adultos, observou-se que o tratamanto
por 35 dias com o MeHg (2 mg/kg, dia) aumentou os niveis de TBARS nos tecidos

de figado, rim, cérebro e cerebelo.

Baseado em dados da literatura, esses resultados sugerem que o efeito
prejudicial do MeHg na coordenacdo motora avaliada no teste do campo aberto,
nos comportamentos do tipo ansiogénico e depressivo, e os déficits de
aprendizado e memoria, estdo correlacionados aos efeitos deletérios pro-
oxidativos no cortex e cerebelo de ratos, demonstrados por uma redugcdo da
enzima catalase no tecido cortical e por uma significante reducéo da atividade de
Se-GPx no tecido cerebelar, seguido de um aumento significativo nos niveis de

peroxidacao lipidica.

Esses resultados sugerem que o estresse oxidativo advindo da exposicao

prenatal ao MeHg, possui grande afinidade com proteinas no SNC, que pode
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alterar parametros comportamentais e bioquimicos em proles adultas de ratos. A
propriedade antioxidante presente no EE da C. paludosa parece estar
representando um possivel mecanismo molecular envolvido no presente efeito do

EE contra os déficits comportamentais de ratos expostos prenatalmente ao MeHg.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Em conjunto, o presente estudo mostrou que a exposicao prenatal ao
MeHg produz alteragdes comportamentais a longo prazo do tipo ansiogénicas e
depressivas, além de severos déficits cognitivos em proles adultas e alteracoes
nos parametros oxidantes em tecidos cerebrais e de figado. Esses resultados
reforcam que a exposicdo a neurotoxicantes, como o MeHg, durante o
desenvolvimento do SNC, é um possivel fator de risco para o desenvolvimento de

doencas neurodegenerativas.

Além disso, os dados deste estudo sugerem um efeito protetor do EE da C.
paludosa, por apresentar uma acao antioxidante e inibir niveis de peroxidacao
lipidica em tecidos cerebrais. Assim, essa espécie, aqui estudada, pode
representar valiosa ferramenta para melhorar déficits emocionais e/ou cognitivos

produzidos pela exposicao prenatal ao MeHg.



CAPITULO 4

Cipura paludosa x
EtOH+MeHg
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EFEITOS DA C. paludosa EM RATOS ADULTOS EXPOSTOS AO
EtOH E MeHg DURANTE OS PERIODOS GESTACIONAL E
LACTACIONAL

1. INTRODUCAO

1.1. Qual o interesse em se estudar a associacao EtOH x MeHg?

Estudos envolvendo o alcool e suas interagcdes com outros neurotoxicantes
representam o foco de muitas pesquisas, visto que todas essas interacbes se
constituem sérios problemas de saude e que, infelizmente, até entdo, nenhuma
terapia eficaz € capaz de tratar, ou mesmo prevenir, os maleficios causados por
elas. A exposicao fetal ao alcool e ao mercurio tem uma alta incidéncia em
algumas regides do Brasil, especialmente nas areas préximas a mineracao, onde

ha mulheres gravidas que sdo dependentes de alcool.

Apesar da grande quantidade de informagdes sobre os efeitos deletérios
decorrentes do consumo de alcool, ndo existe um nivel seguro estabelecido para
o consumo desta substancia na gravidez. Mulheres nessa condigcdo, que
consomem bebidas alcodlicas em excesso, estdo mais suscetiveis a gerar filhos
com anormalidades no desenvolvimento fisico e mental (Pollard, 2007;

Rasmussen e cols., 2009).

A literatura mostra que, aproximadamente, 10% das mulheres gravidas
consomem bebida alcodlica, sendo que 2% delas estdo envolvidas com o
consumo frequente ou excessivo (CDC, 2004), sendo que o periodo gestacional
em que se encontra € relevante diante das consequéncias dos seus efeitos

(Monsen, 2009). Este risco € muito maior quando esta situagdo ocorre nas
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localidades préximas as areas de mineragao, por conta da interacdo com outro

neurotoxico, o mercurio.

Nessas areas ribeirinhas, além da exposicao ao alcool, a contaminacao
pelo mercurio, usado na extracao do ouro, também atinge a saude da populacéo
de mulheres gravidas. Tal acdo deletéria se da por meio da utilizagdo do mercurio
na atividade garimpeira, que é capaz de interagir com ciclos geoquimicos e
cadeias tréficas, elevando suas concentracdées na natureza por meio de sua forma
metilada de MeHg. Esta substancia pode permanecer por varios anos na natureza

sem sofrer acdo e/ou degradacao de fatores ambientais (Azevedo, 2003).

Esta habilidade do mercurio, associada a capacidade do composto
inorganico em sofrer metilacdo em ambientes aquaticos, e nesta condicdo ser
bioacumulado, faz com que ele alcance teores extremamente elevados no topo da
cadeia alimentar. Dessa forma, a acdo dos compostos mercuriais no meio
ambiente ocasionou varios episédios de intoxicacdo e contaminacdo no

ecossistema (Azevedo, 2003).

Estudos avaliando o EtOH e o MeHg, como substancias neurotoxicas,
representam o foco de muitas pesquisas. Por outro lado, a associacdo dessas
duas substancias neurotoxicantes, durante o periodo de gestacdo e de
amamentacao, € um assunto pouco abordado na literatura, ainda que a exposicao
concomitante tenha uma alta incidéncia em regides de garimpo do Brasil, onde
existem mulheres gravidas que consomem &lcool e vivem proximas as areas de

mineracao, onde ha grande contaminagao mercurial (Pinheiro e cols., 2008).
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Outro interesse em investigarmos a interacdo EtOH x MeHg é o aspecto
ambiental e saude na Amazdnia. Os estudos realizados, até hoje, permitiram que
as autoridades de saude definissem um quadro clinico caracteristico da doenga
de Minamata, quando esta se encontra em estado avangado de comprometimento
neurologico, mas existe ainda uma consideravel incerteza sobre os sintomas
apresentados pelos pacientes nos primeiros estagios da doenca, sobre os
melhores métodos de diagndstico precoce, sobre a correlagdo entre nivel de
mercurio ingerido e o0 aparecimento dos diversos sintomas e quais 0s
mecanismos neuropatolégicos pelos quais o mercurio afeta as células do

organismo humano, inclusive os neurénios centrais e periféricos.

Estas perguntas sdo centrais ao problema da poluicdo ambiental pelo
mercurio e saude humana na Amazébnia, além de possibilitar a investigacdo de
farmacos que possam atenuar ou reverter os quadros degenerativos, com a
utilizagdo de produtos naturais da propria Amazénia baseado em modelos

experimentais de neurodegeneragao e neuroprotecao.

1.2. Interacao EtOHxMeHg: implicacoes para o SNC em desenvolvimento

Embora a toxicidade desses dois compostos isolados seja bem estudada, a
interacdo entre eles nao é bem entendida (Lucena e cols., 2010b). Entre os
resultados encontrados, foram observados os efeitos do EtOH quanto a
morbimortalidade e distribuicdo do MeHg nos tecidos de ratos tratados oralmente
com dose diaria de 5 mg/kg de MeHg, por 10 dias consecutivos. O EtOH
potencializou a toxicidade do MeHg quanto as manifestacées neuroldgicas e

mortalidade (Tamashiro e cols., 1986). Além disso, essa associacao levou
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inicialmente a um ganho, seguida de uma perda, dos pesos corporais de ratos

que apresentaram intensa ataxia (Turner e cols., 1981).

Os efeitos do cloreto de MeHg no metabolismo do EtOH também aparece
como alvo de pesquisa. Dose diaria de 10 mg/kg do MeHg, administratada
intraperitonealmente por dois dias consecutivos; e 0,4 g/kg de EtOH administrado
intravenosamente, 24 h apds o pré-tratamento, mostrou que o MeHg teve pouca
influéncia no metabolismo do EtOH devido as suas ligacdes nao-especificas com

o grupo sulfidril no organismo (Ohmiya e Nakai, 1977).

Visando entender melhor as divergéncias de informacdes a respeito dessa
interacdo, estudos recentes realizados em animais experimentais, por nosso
grupo de pesquisa, demonstraram que esta associacdo pode causar prejuizos
relacionados ao peso corpéreo, onde o0s animais submetidos a intoxicacao
concomitante dos dois neurotdxicos apresentaram, ao nascer, peso
significativamente menor que os animais tratados com os neurotoxicos de forma
isolada. Esta diferenca no peso corpéreo se manteve até os animais atingirem a

idade de adultos jovens (Maia e cols., 2009a).

Neste mesmo estudo relatado, anteriormente, também foi observado que
0s animais apresentaram déficits comportamentais relacionados aos transtornos
de ansiedade e processos mneumaénicos, quando submetidos a testes especificos
como o LCE e a esquiva inibitéria, respectivamente. Entretanto, este estudo
demonstrou que outros distarbios comportamentais ndo foram evidenciados,

como a depressao (Maia e cols., 2009a).
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E importante ressaltar que quando avaliada a dosagem de mercurio nos
pelos maternos das ratas e da sua prole, houve uma diminuicdo na concentracao
desse componente no grupo de animais submetidos a intoxicacdo associada
(Maia e cols., 2009a). Outros autores ja haviam observado esta possivel interacao
toxicocinética. Grandjean e Weihe (1993) realizaram um estudo com 1.000
criangas, na ilha Faroé, e encontraram dados que demonstravam que 0 consumo
de EtOH por mulheres gravidas causou uma diminuicdo nas concentracées de
mercurio no cordao umbilical, que eles atribuiram a interacao toxicocinética entre

o EtOH e o mercurio.

Em pesquisas posteriores, nosso grupo também demonstrou que a
intoxicagao pelo EtOH e MeHg alteraram a homeostase neuroquimica do 6xido
nitrico (NO), o que poderia justificar as alteracées comportamentais observadas
nas proles adultas de ratos, uma vez que este mediador quimico tem papel
fundamental nos processos cognitivos de aprendizagem e memoaria, assim como

desordens relacionadas a ansiedade (Maia e cols., 2009b).

Além disso, no mesmo trabalho acima, observou-se que a intoxicacao pelo
EtOH e MeHg ocasionou um aumento da atividade nitrérgica na regido
anteroventral do estriado e na maioria das camadas do Corno de Amon 1
hipocampal, que sé@o estruturas relacionadas a memoria. O cerebelo apresentou-
se menos afetado pela intoxicagdo experimental. Estes resultados demonstram
qgue o SNC pode ser diferentemente afetado pela toxicidade intrauterina do EtOH
e MeHg, causando um aumento da atividade nitrérgica em estruturas cerebrais de
diferentes formas, resultando em consequéncias deletérias e permanentes ainda

na fase adulta (Maia e cols., 2009b).
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Diante deste contexto, nosso estudo objetivou examinar as alteracdes
decorrentes desta interagao sobre o SNC em desenvolvimento e sua relagdo com

0 estresse oxidativo e com o tratamento crénico com o EE da C. paludosa.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e Tratamento

Os procedimentos quanto ao cruzamento dos animais e deteccao das ratas
gravidas ja foram previamente descritos na pagina 53. Para o tratamento, ratas
gravidas (n=20) receberam agua de torneira ou EtOH 22,5 p/v (6,5 g/kg)
diariamente. No 15° dia de gestacado, o MeHg (8 mg/kg) foi administrado em cada
grupo. Este periodo € um estagio de desenvolvimento em que a zona ventricular
cerebral do feto produz neurdnios no cértex cerebral embrionario (DiCicco-Bloom

e Sondell, 2005).

As solucdes foram administradas por via oral, em volumes de 1 mL/kg de
peso corpéreo total. A dose para o tratamento com EtOH e MeHg foi baseada na
literatura e em resultados pilotos realizados em nosso laboratério (Cagiano e cols.,
1990; Maia e cols., 2009; Maier e West, 2001; Zanoli e cols., 1994), os quais
demonstraram déficits comportamentais em ratos adultos expostos ao EtOH e
MeHg, durante o desenvolvimento fetal. Portanto, o0 esquema de tratamento atual
com o EtOH e MeHg representa um modelo para o estudo de déficits

comportamentais de longa duracao de intoxicagao durante a gravidez.

Apés o nascimento, as proles foram mantidas com a méae até o 21° dia
(desmame), sendo estas separadas por sexo e grupo experimental controle (C) e

EtOH+MeHg. Ao atingirem dois meses de idade, as proles foram separadas em
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subgrupos de animais para receberem tratamento crénico, por gavagem, por 14
dias que antecederam os testes comportamentais. O tratamento com o EE da C.
paludosa ou veiculo (salina) foi realizado nas proles machos e nas doses de 1, 10
ou 100 mg/kg, com n=10 animais por grupo. O interesse em se investigar estas

trés doses do EE da C. paludosa ja foi mencionado na pagina 54.

2.2. Testes comportamentais

As metodologias empregadas nos testes comportamentais foram descritas

previamente no primeiro capitulo nas paginas 18 a 25.

2.3. Testes bioquimicos
2.3.1. Preparacao dos tecidos

Para a preparacdo dos tecidos seguiu-se a mesma metodologia

previamente descrita no segundo capitulo, presente nas paginas 54-55.

2.3.2. Determinacdo das atividades enzimaticas

- Preparo dos extratos proteicos
A metodologia empregada para o preparo dos extratos proteicos foi

previamente descrita no segundo capitulo, na pagina 55.

- Atividade de enzimas antioxidantes
A metodologia empregada nos ensaios de atividade de enzimas
antioxidantes foi descrita previamente no segundo capitulo, que compreende os

testes para medir a atividade da catalase (paginas 55-56) e da Se-GPx (paginas

56-57).
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2.3.3. Concentracao de proteina

Para a medicdo da concentracdo protéica dos tecidos seguiu-se a mesma

metodologia descrita no segundo capitulo, presente na pagina 58.

2.3.4. Indicadores de danos oxidativos

As metodologias empregadas nos ensaios de indicadores oxidativos foram
descritas previamente no segundo capitulo, que compreende os testes para medir
a peroxidacao lipidica pelo método de TBARS (paginas 58-60) e pelo método de

alaranjado de xilenol (paginas 60-61).

2.4. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas conforme descrito no primeiro

capitulo, presente nas paginas 26- 27.

3. RESULTADOS

3.1. Teste da Atividade locomotora espontanea

Os efeitos do tratamento crénico com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100
mg/kg, v.0.), veiculo (10 mL/kg, v.0.), DZP (1 mg/kg, v.0.), FXT (10 mg/kg, v.0.),
CAF (10 mg/kg, v.0.), em ratos adultos expostos prenatalmente ao EtOH+MeHg,
avaliados no teste do campo aberto, estdo presentes no grafico 38. A ANOVA de
uma via ndo indicou diferenga significante entre os grupos (Fo,109) = 0,8636,

p=0,5699).
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Grafico 38: Efeito da administragédo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade locomotora de proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o
periodo gestacional e lactacional, avaliadas no teste do campo aberto, durante 5 min. DZP (1
mg/Kg), FXT (10 mg/Kg) ou CAF (10 mg/kg) foram utilizados como controles positivos. Os
resultados sdo expressos como a média £+ E.P.M. de 10 animais por grupo. *p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls). DZP=diazepam, FXT=fluoxetina, CAF=cafeina.

3.2. Teste do LCE

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou DZP (1 mg/kg, controle
positivo), em proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional avaliados no teste do LCE estdo presentes no gréafico 39
A-C. A ANOVA de uma via revelou efeitos significantes para os fatores de
tratamento na %EBA (Figge = 10,11; p<0,0001; Grafico 39 A), na %TBA (Feggg) =
7,23; p<0,0001; Gréfico 39 B), mas ndo significante para o numero de EBF (Fssg)

= 1.226; p=0,2948; Grafico 39 C).
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O teste de Newman-Keuls revelou uma reducdo significante na %TBA
(Grafico 39 B), sem alterar o numero de EBF (Grafico 39 C) nas proles adultas
expostas prenatalmente ao EtOH+MeHg, indicando um pronunciado
comportamento do tipo ansiogénico, quando comparadas ao grupo controle. Além
disso, a administragdo cronica com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg)
produziu um aumento na %EBA durante o teste do LCE (Grafico 39 A) e a dose
de 100 mg/kg um aumento na %TBA (Gréafico 39 B). Esses dados indicam que o
tratamento com o extrato da C. paludosa foi capaz de reduzir o comportamento do
tipo ansiogénico produzido pela exposicao prenatal ao EtOH+MeHg, em proles

adultas de ratos.
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Grafico 39: Efeito da administracao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na percentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) (A), na percentagem de
tempo nos bracos abertos (%TBA) (B) e no nimero de entradas nos bragos fechados (EBF) (C)
em proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional,
avaliados no teste do LCE, durante 5 min. DZP (1 mg/Kg, v.0.) foi utilizado como controle positivo.
Os resultados sdo expressos como a média £ E.P.M. de 10 animais por grupo. *;o<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls). DZP=diazepam.
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3.3. Teste do nado forcado

Os efeitos do tratamento crénico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou FXT (10 mg/kg, controle
positivo), em proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o perido
gestacional e lactacional, avaliadas no teste do nado forcado, estédo
demonstrados no grafico 40 A-C. ANOVA de uma via revelou efeitos significantes
para os fatores de tratamento no tempo de subida (Fgse) = 7,068; p<0,0001;
Grafico 40 A), no tempo de nado (Fggg = 4,943; p<0,0001; Grafico 40 B), e no

tempo de imobilidade (Fggg) = 6,776; p<0,0001; Grafico 40 C).

O teste de Newman-Keuls revelou que as proles de ratos adultos nascidas
de maes expostas ao EtOH+MeHg, ndao apresentaram comportamento do tipo
depressivo. Entretanto, o tratamento crénico com o EE da C. paludosa apresentou
um comportamento do tipo antidepressivo comparado ao grupo controle,
resultando no aumento do tempo de subida (Grafico 40 A) e uma reducao

significantiva no tempo de imobilidade (Grafico 40 C) no teste do nado forcado.

Além disso, o teste indicou uma diferenca significante no tempo de nado
das proles adultas expostas ao EtOH+MeHg, que receberam o tratamento crénico
com o EE da C. paludosa na dose de 1 mg/kg (Grafico 40 A). Foi observado
também que com a dose de 100 mg/kg (Grafico 40 B), houve um aumento no
tempo de nado, enquanto nas trés doses do extrato observou-see uma reducéao

do tempo de imobilidade (Gréfico 40 C).
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Grafico 40: Efeito da administragédo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) no tempo de subida (A), no tempo de nado (B) e no tempo de imobilidade (C) de proles
adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg durante o periodo gestacional e lactacional avaliados
no teste do nado forcado durante 3 min. FXT (10 mg/Kg, v.0.) foi utilizado como controle positivo.
Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. :P<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls). FXT=fluoxetina.
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3.4. Testes de memoria

- Reconhecimento social

O gréfico mostra os resultados do tratamento crénico da administragao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10
mg/kg, v.0., controle positivo) em proles adultas de ratas expostas ao
EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional, na memoéria de
reconhecimento social de ratos, quando o mesmo rato jovem foi re-exposto
depois de um periodo de 30 min da primeira exposicdo. A ANOVA de uma via
revelou um efeito significante para o tratamento (F17,179=50,72; p<0,0001) no
tempo de investigacdo durante a segunda apresentacdo do mesmo rato jovem

(Gréfico 41).

O teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo, os ratos tratados
com CAF ou com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) apresentaram uma
reducao significativa no tempo de investigacdo durante a segunda apresentacao
do rato jovem familiar, sugerindo um efeito facilitador da memdria social e este
efeito se manteve nos animais expostos prenatalmente aos neurotoxicos e
tratados cronicamente com as doses de 10 ou 100 mg/kg do EE da C. paludosa.
Por outro lado, os animais do grupo do EtOH+MeHg e EtOH+MeHg mais o EE na
dose de 1 mg/kg, ndo foram capazes de reconhecer o rato jovem familiar no

intervalo de tempo de 30 min.
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Grafico 41: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) no tempo de investigagdo social de ratos
adultos, expostos ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional, quando o mesmo
rato jovem foi re-exposto ao rato adulto, apdés um intervalo de 30 min da primeira apresentacao.
Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais por grupo. As barras
representam o tempo de investigagdo na primeira (barras brancas) e segunda (barras pretas)

apresentacao. *;p<0,05 difere significativamente quando comparado a primeira apresentacdo do

mesmo grupo. "p<0,05 difere significativamente quando comparado a segunda apresentagéo do
grupo controle tratado com o veiculo (Teste de Newman-Keuls). CAF=cafeina

O gréfico 42 mostra os resultados do tratamento crdénico da administracao
oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10
mg/kg, v.o., controle positivo), em proles adultas de ratas expostas ao
EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional, na memoéria de
reconhecimento social de ratos, apés de um periodo de 120 min. A ANOVA de
uma via revelou um efeito significante para o tratamento com o EE (F(17,179=21,63;
p<0,0001) no tempo de investigacdo durante a segunda apresentacdo do mesmo

rato jovem familiar (Gréafico 42 A).

O teste de Newman-Keuls mostrou que, nesse tempo, os ratos tratados

com CAF ou com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) apresentaram,
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conforme ja demonstrado anteriormente, uma reducao significativa no tempo de
investigacdo durante a segunda apresentacdao do rato jovem familiar, sugerindo

um efeito facilitador da memdria social (Grafico 42 A).

Ao contrario, as proles adultas do grupo do EtOH+MeHg nao foram
capazes de reconhecer o rato jovem durante a segunda apresentagao, sugerindo
assim, um déficit cognitivo. Tal comportamento foi revertido pelas trés doses do
EE da C. paludosa (Grafico 42 A). Contudo, os resultados com o extrato da C.
paludosa parecem ser especificos sobre a memoria social de ratos adultos, uma
vez que a reducdo no tempo de investigacdo nao foi observada quando um rato
jovem diferente daquele utilizado durante o primeiro encontro foi apresentado na

segunda exposicao (Grafico 42 B).
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Grafico 42: Efeito da administragcdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) no tempo de investigagdo social de ratos
adultos, expostos ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional, quando o mesmo
rato jovem (A) ou um rato jovem diferente (B) foi re-exposto ao rato adulto, apés um intervalo de
120 min da primeira apresentacdo. Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10
animais por grupo. As barras representam o tempo de investiga¢do na primeira (barras brancas) e
segunda (barras pretas ou cinzas) apresentacdo. *p<0,05 difere significativamente quando
comparado a primeira apresenta¢cdo do mesmo grupo (Teste de Newman-Keuls). CAF=cafeina.
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- Esquiva inibitéria do tipo “step-down”

Os resultados do tratamento cronico da administracdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg), veiculo (10 mL/kg) ou CAF (10 mg/kg, v.o.,
controle positivo), em proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o
periodo gestacional e lactacional, na memoria espacial de curta e longa duracao
de ratos avaliados no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down’, estédo

demonstrados no grafico 43.
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Grafico 43: Efeito da administragdo crénica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.),
veiculo (V) ou CAF (10 mg/kg, controle positivo, v.0.) na reten¢cdo da memoria de curta (1,5 h) e
longa duragao (24 h) de ratos adultos expostos ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e
lactacional, avaliados no teste da esquiva inibitéria do tipo “step-down” (n=10 por grupo). Os dados
estao expressos como as medianas (intervalo enterquartis) das laténcias de descida da plataforma
nas sessobes treino (barras brancas) e teste (1,5 h: barras cinzas; 24 h: barras hachuradas).
*p<0,05 difere significativamente quando comparado a respectiva sessdo do grupo controle.
#p<0,05 difere significativamente quando comparado a respectiva sessao do grupo tratado (Teste
de Mann-Whitney). CAF=cafeina.

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis revelou um efeito significante
para o tratamento na laténcia dos animais na memoéria de curta (H(8,

N=18)=151,4; p<0,0001) e longa duracdo (H(8, N=18)=152,4; p<0,0001). O teste
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de Mann-Whitney indicou que o tratamento com o EE da C. paludosa (1, 10 ou
100 mg/kg) e CAF (10 mg/kg), 60 min antes da sessdo treino, aumentou
significativamente a laténcia dos animais na meméria de curta e longa duracéo,
melhorando a memoria espacial destes animais quando comparados aos animais
controles tratados com o veiculo. O teste mostrou também que os animais do
grupo EtOH+MeHg apresentaram déficit cognitivos quando comparados aos
animais tratados com o veiculo do grupo controle. Este efeito foi revertido pelo
tratamento com o EE da C. paludosa nas doses de 10 mg/kg (na sessao teste de

24 h) e na dose de 100 mg/kg (nas sessdes testes de 1,5 h e 24 h).

3.5. Testes bioquimicos

3.5.1. Atividade de enzimas antioxidantes

- Catalase

O grafico 44 mostra os resultados da atividade da catalase nos tecidos
cerebrais em proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A analise
estatistica realizada pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante para o
tratamento nos tecidos cortical (F723=6,627; p=0,0053) e hipocampal
(F7,23=7,691; p=0,0004), sem apresentar efeito significante no tecido cerebelar
(F7.23=0,7343; p=0,6466). O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C.
paludosa aumentou a atividade da catalase na dose de 100 mg/kg no tecido
cortical dos animais controles (Grafico 44 A) e nas dose de 10 e 100 mg/kg no

tecido hipocampal (Grafico 44 B).



158

200 A
150
(1]

eujajoud bw/n

T T
o o
Te)

00000
55555

AN -
eulajoud bw/n

C. paludosa
EtOH+MeHg

X O o

v
SSSSS

.....

aaaaa

eeeee
© ©

SC8 0?0

8 ®



159

O grafico 45 mostra os resultados da atividade da catalase no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A ANOVA de
uma via indicou um efeito significante para o tratamento (F723=5,437; p=0,0024).
O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C. paludosa, nas doses de 1 e 10
mg/kg, ndo aumentou a atividade da catalase nos animais controles e nas trés
doses nos animais do grupo do EtOH+MeHg. Além disso, o teste mostrou que o
tratamento dos animais com o EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional, inibiu

a atividade da catalase nas proles adultas.
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Grafico 45: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade da catalase no tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao
EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional. Os resultados sdo expressos como a
média + E.P.M. de 3 animais por grupo dos niveis da atividade da catalase nos tecidos cortical (A),
hipocampal (B) e cerebelar (C). *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao
tratamento com veiculo do mesmo grupo. #p<0,05 difere significativamente quando comparado a
respectiva sessao do grupo tratado (Teste de Newman-Keuls).
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- Glutationa peroxidase dependente de selénio

O grafico 46 mostra os resultados da atividade da Se-GPx nos tecidos
cerebrais em proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As analises
estatisticas realizadas pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante para
o tratamento nos tecidos cortical (F723=9,146; p=0,0001), hipocampal
(F7.23=8,394; p=0,0002) e cerebelar (F723=6,250; p=0,0012) (Grafico 46 A, B e

C), respectivamente.

O teste de Newman-Keuls indicou que o EE da C. paludosa, nas trés
doses, aumentou a atividade da Se-GPx no tecido cortical e cerebelar dos
animais controles, sem alterar a atividade da enzima no tecido hipocampal
(Gréfico 46 A, C e B), respectivamente. Esse mesmo efeito foi observado nas
proles cujas méaes foram expostas ao EtOH+MeHg, onde o EE da C. paludosa, na
dose de 100 mg/kg, aumentou a atividade da Se-GPx no tecido hipocampal
(Gréfico 46 B). No tecido cerebelar (Grafico 46 C), a atividade da Se-GPx se
mostrou reduzida diante das trés doses, mas nao de maneira significante quando

comparada aos animais controles.
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O grafico 47 mostra os resultados da atividade da Se-GPx no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral
do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A ANOVA de
uma via ndo indicou qualquer efeito significantivo para o tratamento

(F(7.23=0,8535; p=0,5613).
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Grafico 47: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na atividade da glutationa peroxidase dependente de selénio, no tecido de figado de
proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional. Os
resultados sao expressos como a média = E.P.M. de 3 animais por grupo.

3.5.2. Indicadores de danos oxidativos
- Peroxidacao lipidica pelo método de TBARS

O grafico 48 mostra os resultados dos niveis de TBARS nos tecidos
cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional, bem como o tratamento crénico da administracao oral

do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). As analises
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estatisticas realizadas pela ANOVA de uma via indicaram um efeito significante
apenas para o tratamento no tecido cerebelar (F7 23=7,633; p=0,0004) (Grafico 48
C), sem alterar os niveis de TBARS no tecido cortical (F7,23=0,9377; p=0,5052)

(Grafico 48 A) e no tecido hipocampal (F(723=1,082; p=0,4189) (Grafico 48 B).

O teste de Newman-Keuls indicou que o tratamento com o EtOH+MeHg
aumentou os niveis de TBARS no tecido cerebelar (Grafico 48 C). Esse efeito de
peroxidacao lipidica foi revertido pelo tratamento dos animais com as trés doses

do EE da C. paludosa.
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O grafico 49 mostra os resultados dos niveis de TBARS no tecido de figado
proles adultas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e
lactacional, bem como o tratamento crénico da administragdo oral do EE da C.
paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg). A analise estatistica
realizada pela ANOVA de uma via indicou um efeito significante para o tratamento

(F7,23=43,74; p<0,0001).

O teste de Newman-Keuls indicou que os tratamentos com as trés doses
do EE da C. paludosa diminuiram os niveis de peroxidacao lipidica. Esse efeito
também foi observado nos animais do grupo EtOH+MeHg, mantendo-se

constantes nos animais expostos aos neurotoxicantes e tratados com o EE.
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Grafico 49: Efeito da administragdo cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na peroxidagéo lipidica em tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao
EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional. Os resultados sdo expressos como a
média + E.P.M. de 3 animais por grupo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS). *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do
mesmo grupo. *p<0,05 difere significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do
grupo controle (Teste de Newman-Keuls).
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- Peroxidacao lipidica pelo método de alaranjado de xilenol

O grafico 50 mostra a concentracao de equivalentes de hidroperdxido de
cumeno nos tecidos cerebrais de proles adultas de ratas expostas ao
EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e lactacional, bem como o tratamento
cronico da administracdo oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou
veiculo (10 mL/kg). A ANOVA de uma via indicou um efeito significante para o
tratamento com o EE no tecido cortical (F723=8,685; p<0,0002), hipocampal
(F7.23=3,327; p<0,0220) e cerebelar (F723=5,837; p<0,0017) (Grafico 50 A, B e

C), respectivamente.

O teste de Newman-Keuls indicou que o tratamento com o EtOH+MeHg
nao apresentou diferenca significante nas concentracdo de equivalentes de
hidroperéxido de cumeno nos tecidos cerebrais. Entretanto, o teste indicou que a
dose de 100 mg/kg do EE diminuiu a concentracdo de equivalentes de
hidroperéxido de cumeno nos animais tratados com os neurotoxicantes no tecido

cortical (Gréfico 50 A) e no tecido hipocampal (Grafico 50 B).
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O grafico 51 mostra a concentracao de equivalentes de hidroperdxido de
cumeno no tecido de figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg
durante o periodo gestacional e lactacional, bem como o tratamento crbénico da
administracdo oral do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) ou veiculo (10
mL/kg). A ANOVA de uma via indicou um efeito significante para o tratamento no

tecido (F7,23=254,3; p<0,0001).

O teste de Newman-Keuls indicou que os tratamentos com as trés doses
do EE diminuiu a concentracdo de equivalentes de hidroperdoxido de cumeno,
quando comparados ao grupo controle, confirmando os resultados do teste de
TBARS. O teste também indicou que tratamento com o EtOH+MeHg diminuiu a
concentracao de equivalentes de hidroperdxido de cumeno no tecido, e que esta

foi diminuida pelo tratamento com as trés doses do EE da C. paludosa.
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Grafico 51: Efeito da administragcao cronica do EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (V) na concentracao de equivalentes de hidroperoxido de cumeno (Eq. CHP) no tecido de
figado de proles adultas de ratas expostas ao EtOH+MeHg, durante o periodo gestacional e
lactacional. Os resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 3 animais. *;P<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do mesmo grupo. “p<0,05 difere
significativamente quando comparado ao tratamento com veiculo do grupo controle (Teste de
Newman-Keuls).
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, confirmam estudos prévios do
nosso laboratério (Maia e cols., 2009a), demonstrando que a associacao do
tratamento prenatal com o EtOH (6,5 g/kg) com uma unica dose de MeHg (8
mg/kg), administrada no 15° dia de gestagcdo, resulta em respostas
neurocomportamentais nas proles adultas. O tratamento crénico com o EE obtido
apartir dos bulbos da C. paludosa nas doses de 1, 10 ou 100 mg/kg, por v.o.,
atenuou os déficits emocionais e cognitivos induzidos pela exposi¢ao prenatal ao

EtOH+MeHg em ratos.

A exposicao prenatal ao EtOH e/ou MeHg provoca um amplo espectro de
sequelas no SNC acarretando em difersos efeitos comportamentais. Varios
estudos relatam déficits cognitivos decorrentes da exposi¢cao prenatal ao EtOH
e/ou MeHg em humanos (Bailey e Sokol, 2008; Burden e cols., 2005; Mendola e
cols., 2002; Murata e cols., 2004; Streissguth e cols., 1990) e em animais
(Barbaccia e cols., 2007; Carratu e cols., 2008; Dursun e cols., 2006; Maia e cols.,

2009a; Onishchenko e cols., 2008).

No presente estudo, ratos machos adultos expostos ao EtOH e MeHg,
durante o periodo gestacional e lactacional, apresentaram um claro
desenvolvimento de um comportamento do tipo ansiogénico, como indicado pela
reducao da frequéncia do tempo gasto nos bracos abertos do LCE. O tratamento
cronico com o EE da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.) reduziu esse
comportamento induzido pela exposicao prenatal ao EtOH+MeHg em ratos, como
indicado por um significante aumento no tempo permanecido nos bracos abertos

do LCE, sem alterar o numero total de entradas nos bragos fechados.
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De acordo com os resultados anteriores, dados recentes de nosso grupo
de pesquisa mostraram um efeito do tipo ansiogénico em proles adultas expostas
ao EtOH+MeHg durante a fase intrauterina (Maia e cols., 2009). Importante relatar
qgue, no presente estudo, o tratamento crénico com o EE da C. paludosa (1, 10 ou
100 mg/lg, v.0.) reverteu o comportamento do tipo ansiogénico associado com a

exposicao prenatal ao EtOH+MeHg.

O interesse da atual pesquisa foi também analisar os efeitos da exposicao
prenatal ao EtOH+MeHg no comportamento do tipo depressivo, um tdpico pouco
abordado em estudos anteriores. Foi utilizado o teste do nado forcado,
considerado como um modelo animal de depressao (Porsolt e cols., 1978). Nesse
teste, diferente dos animais tratados prenatalmente apenas com MeHg, os ratos
adultos expostos prenatalmente ao EtOH+MeHg ndo apresentaram
comportamento do tipo depressivo. Corroborando com esses dados, Maia e cols.,
(2009a) demonstraram que a administracdo combinada dos dois neurotdxicos nao
interferiu no comportamento avaliado no teste do nado forgcado, quando

comparado aos animais do grupo controle.

As sindromes depressivas tém sido relatadas em humanos que tiveram
uma exposicao ocupacional ao mercurio inorganico (Grum e cols., 2006), mas
nada se tem de relato sobre o efeito da administragdo combinada do EtOH com o

MeHg.

Espécies da familia Iridaceae tém sido estudadas por suas propriedades
antioxidantes e efeitos benéficos em modelos de aprendizado e memdria
(Boskabady e Aslani, 2006; Papandreou e cols., 2006; Pitsikas e cols., 2007;

Pitsikas e Sakellaridis, 2006). Entretanto, ndo ha dados na literatura mostrando
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essas propriedades em modelos animais de exposicdo combinada aos

neurotdxicos.

Para se avaliar o efeito da administragdo combinada do EtOH e MeHg em
comportamentos mnemédnicos, foram realizados dois testes para avaliar a
cognicao dos animais expostos EtOH+MeHg e tratados cronicamente com o EE
da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg, v.0.). Os testes avaliados foram o de
reconhecimento social e esquiva inibitéria do tipo “step-down’, conforme ja

explicados em capitulos anteriores.

Nos testes de memoria social, os dados do presente estudo mostraram um
efeito facilitador da memoria em ratos tratados cronicamente com o EE da C.
paludosa, apresentando uma melhora na capacidade de reconhecer um rato
jovem, quando este foi re-exposto ao rato adulto, apés um periodo de 120 min da
primeira apresentacao. Este resultado sugere um efeito facilitador do EE na MCD
dos animais. Esse efeito se manteve constante quando um rato jovem diferente
foi re-apresentado ao rato adulto ap6s o mesmo intervalo de tempo. Esse
comportamento facilitador da meméria nao foi observado nos animais do grupo do

EtOH+MeHg.

Os resultados mostraram que o0s animais expostos prenatalmente ao
EtOH+MeHg apresentaram um prejuizo na capacidade de reconhecer um rato
jovem, quando re-exposto ao rato adulto, apés um curto intervalo de tempo de 30
min, sugerindo um prejuizo na memdaria social. Importante relatar que esse efeito
prejudicial na memdéria social dos animais foi revertido pelo tratamento com o EE

da C. paludosa.
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Os resultados presentes neste estudo estdo de acordo com dados da
literatura, indicando que a exposicao prenatal ao EtOH+MeHg pode acarretar a
déficits cognitivos afetando areas cerebrais envolvidas em processos
mnemonicos (Maia e cols., 2009, 2010). Contudo, esses dados sdo os pioneiros
mostrando o efeito da exposicao prenatal ao EtOH+MeHg no modelo de meméria

social.

A membéria espacial foi avaliada no teste da esquiva inibitoria do tipo “step-
down’. Os resultados presentes neste estudo demonstraram que o tratamento
com todas as doses do EE da C. paludosa apresentou um efeito facilitador na
retencdo da memoria de curta e longa duragcédo, quando comparado aos animais
do grupo controle. Este efeito facilitatério do EE foi dissociado de qualquer efeito
sedativo ou relaxante inespecifico, como foi comprovado pelo teste de campo
aberto realizado nos animais. Entretanto, as proles adultas expostas

prenatalmente ao EtOH+MeHg apresentaram déficits na meméria espacial.

Estes resultados estdo de acordo com trabalhos prévios do nosso grupo
que mostram déficits cognitivos na memoria espacial de ratos expostos
prenatalmente ao EtOH+MeHg (Maia e cols., 2009a). Importante ressaltar que o
tratamento com o EE da C. paludosa reverteu o déficit cognitivo induzido pela

exposicao prenatal ao EtOH+MeHg.

Além dos testes comportamentais, o presente estudo mostrou uma
diminuicdo significante na atividade da catalase no tecido de figado de ratos
adultos expostos prenatalmente ao EtOH+MeHg. Os niveis de Se-GPx dos
animais do grupo dos neurotoxicantes nao apresentaram diferenca significativa

em relagao ao controle. Entretanto, o tratamento com o EE da C. paludosa (1, 10
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ou 100 mg/kg, v.0.) induziu os niveis de Se-GPx no tecido cerebelar, nos animais
tratados prenatalmente com EtOH+MeHg. Este resultado pode ser explicado

como um mecanismo compensatoério do préprio organismo destes animais.

O cérebro é conhecido por ser susceptivel ao dano oxidativo, em fungéo da
alta utilizacao de oxigénio e dos altos niveis de lipidios nao saturados e metais de
transicdo como ferro, além, dos mecanismos deficientes em defesa antioxidativa
(Reiter, 1995). Além disso, as EROs e a peroxidacao lipidica tém sido implicadas
na patogénese de desordens neuroldgicas incluindo trauma cerebral, isquemia e
doengas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer (Halliwell, 1992).
Assim, agentes farmacologicos sao capazes de eliminar radicais livres e/ou inibir
a peroxidacao lipidica (Dornas e cols., 2007) e, desta maneira, proteger neurbnios
de danos oxidativos, podendo prover completo uso na prevencao ou tratamento

de desordens neurodegenerativas causadas por estresse oxidativo.

Além das medidas das enzimas antioxidantes catalase e Se-GPx, o
presente estudo mediu os niveis de peroxidacao lipidica em tecidos cerebrais e
dos figados de ratos adultos expostos ao EtOH+MeHg, durante o periodo
gestacional e lactacional. Para a determinacao dos niveis de peroxidacéo lipidica
foram utilizadas duas metodologias: TBARS e alaranjado de xilenol, conforme ja

explicado anteriormente.

Os dados presentes mostraram um aumento nos niveis de TBARS no
tecido cerebelar de ratos adultos expostos prenatalmente ao EtOH+MeHg. Este
efeito foi revertido pelo tratamento crénico com todas as doses do EE da C.

paludosa, sugerindo um efeito protetor do EE. No tecido de figado o tratamento
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com o EtOH+MeHg néo induziu a peroxidacéo lipidica, quando avaliado tanto pelo

método de TBARS, quanto pelo método de alaranjado de xilenol.

5. CONCLUSOES PARCIAIS

Em conjunto, o presente estudo mostrou que a exposicao prenatal ao
EtOH+MeHg produz, a longo prazo, alteragbes comportamentais do tipo
ansiogénicas, déficits cognitivos e alteragdes nos parametros oxidantes em tecido
cerebelar de proles adultas de ratos. Esses resultados reforcam que a exposicéao
prenatal aos neurotoxicantes como o EtOH e MeHg, durante o desenvolvimento
do SNC, é um possivel fator de risco para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. Além disso, os dados deste estudo sugerem que o EE da C.
paludosa pode representar uma fonte de recurso terapéutico para déficits

cognitivos produzidos pela exposicao prenatal ao EtOH+MeHg.



Ill. DiIscussAo GERAL
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Os resultados apresentados neste trabalho demonstram, pela primeira vez,
estudos farmacolégicos realizados com os EE da C. paludosa (lridaceae),
administrados de forma aguda ou cronica (14 dias), em modelos de

comportamentos de ansiedade, depressao e memdria, em ratos adultos.

Kessler e cols. (1994, 2005) relataram que a ansiedade é considerada uma
das doencas psiquicas mais comuns nas populacdes. As plantas tém sido usadas
pelos humanos, desde tempos imemoriais, para curar € aliviar uma variedade de
doencas que envolvem o SNC. Além disso, a pesquisa de novos farmacos, apartir
de plantas medicinais usadas para tratar doengas psiquiatricas, tem avancado
significativamente (Araujo e cols., 2008; DeKosky e Furberg, 2008; Potterat e

Hamburger, 2008; Williamson e cols., 2008).

No presente estudo foi demonstrado que o tratamento crénico com o EE da
C. paludosa, nas doses de 1, 10 ou 100 mg/kg, apresentou um efeito do tipo
ansiolitico e antidepressivo em ratos adultos, avaliados no modelo do LCE e nado
forcado, respectivamente. Estes resultados com o EE sugerem um possivel
envolvimento com os sistemas serotoninérgico e/ou colinérgico, visto que estes
estao intimamente relacionados com os comportamentos do tipo ansiolitico e/ou

antidepressivo.

A literatura também tem relatado um crescente nimero de pesquisas
envolvendo o uso de plantas medicinais e seus compostos em disturbios
cognitivos (Bhutada e cols., 2010; Chonpathompikunlert e cols., 2010; Prediger e
cols., 2008). Espécies da familia Iridaceae tém sido relatadas por apresentarem
propriedades antioxidantes e efeitos inibitdérios na agregacao das proteinas beta-

amildides que podem influenciar, de alguma forma, os aspectos cognitivos
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(Boskabady e Aslani, 2006; Papandreou e cols., 2006; Pitsikas e cols., 2007;
Sallem e cols., 2006). Em decorréncia disso, nossos resultados representam um
avanco em direcdo aos melhores entendimentos dos efeitos centrais da espécie

C. paludosa.

Investigando o aspecto anterior, nesta pesquisa o EE da C. paludosa
apresentou efeito facilitador da meméria em ratos adultos, quando avaliados nos
testes de reconhecimento social e esquiva inibitéria do tipo “step-down”. Este
efeito foi descartado de qualquer efeito inespecifico do EE, visto que nenhuma
alteracao significativa na locomogao dos animais foi observada no teste do campo

aberto.

O EE da C. paludosa, quando administrado agudamente (1h antes dos
ensaios comportamentais), apresentou significativo efeito facilitador da meméria
em ratos e camundongos, nos dois modelos experimentais, acima citados, onde
se observou que esses efeitos foram modulados pelo sistema adenosinérgicos,

via os receptores A e Aoa.

O sistema adenosinérgico, conforme ja relatado no capitulo 1, exerce um
papel neuromodulador fundamental para os processos de aprendizagem e
membdria. Este, uma vez ativado, produz inibicdo e facilitacdo da liberacdo de
neurotransmissores, tais como receptores A e Az, de alta importancia fisioldgica

(Cunha, 2001; Sebastido e Ribeiro, 2000).

Demonstrou-se também um efeito semelhante do EE em facilitar a
memdéria de camundongos, quando eles foram administrados agudamente com as
duas naftoquinonas isoladas da referida espécie: eleuterina e isoeleuterina.

Contudo, estas ndo parecem ser as substancias majoritarias responsaveis pelo
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efeito facilitador da meméria do EE da C. paludosa, uma vez que as doses

efetivas avaliadas foram muito préximas das doses do EE.

As naftoquinonas sdo compostos metabdlicos encontrados em varias
partes vegetativas de plantas superiores, algas, fungos, e como subproduto do
metabolismo de algumas bactérias. Estudos mostram a presenca de
naftoquinonas, como eleuterina e isoeleuterina (Alves e cols., 2003; Hara e cols.,
1997), bem com derivados como hongconin (Zhengxiong e cols., 1984), em

bulbos de espécies da familia Iridaceae.

Algumas naftoquinonas sdo antibacterianas (lfesam e cols., 2009;
Mahabusarakam e cols., 2010) e fungicidas (Alves e cols., 2003; Kusuma e cols.,
2010), outras apresentam atividades antiprotozoarias (Bourguignon e cols., 2010),
antivirais (Hong e cols., 2008; Takegami e cols.,1998) e antitumorais (ltoigawa e
cols., 2001; Kongkathip e cols., 2010). Até o presente momento, ndo ha dados na
literatura sobre a acdo de naftoquinonas em modelos animais de memoria ou

aprendizado.

Nossos resultados também demonstraram que os efeitos facilitatérios da
mem©éria em ratos adultos, decorrentes da administracao aguda com o EE da C.
paludosa, na dose de 100 mg/kg, puderam ser modulados pelos sistemas
colinérgico, glutamatérgico e nitrérgico (dados nao publicados). Estudos
fitoquimicos estdo em processo de purificacdo e identificacdo de outros
compostos presentes na espécie estudada, que podem ser responsaveis por

estas propriedades envolvidas com processos cognitivos.

No que diz respeito a protecdo central contra os efeitos deletérios dos

neurotoxicos, o EE dos bulbos da C. paludosa, administrado cronicamente nas
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doses de 1, 10 ou 100 mg/Kg, apresentou efeito do tipo ansiolitico e
antidepressivo em ratos adultos, sem apresentar qualquer tipo de alteracao
locomotora. Os efeitos do EE foram comparados ao DZP, FXT ou CAF. Essas
propriedades foram capazes de prevenir os déficits comportamentais decorrentes
da exposicao ao EtOH e/ou MeHg nos modelos avaliados, como o LCE e nado

forcado.

A avaliacao da provavel atividade ansiolitica do EE da C. paludosa, e seus
efeitos contra o efeito ansiogénico produzido pelos neurotoxicantes, foram
avaliados fazendo-se uso do teste do LCE. De acordo com Pellow e cols. (1985) e
Berrett (1991) um efeito ansiolitico é sugerido quando a droga aumenta a %EBA
naquele labirinto, sem alterar o niumero total de EBF. Drogas ansioliticas como o
DZP, aumentam a % EBA e % TBA no teste do LCE, enquanto drogas
ansiogénicas tém efeitos opostos (File, 1992). Os efeitos decorrentes do
tratamento crénico na %EBA e %TBA foram similares aos efeitos do DZP, droga
ansiolitica de referéncia. Esses resultados sugerem a presencga de uma atividade

ansiolitica nos bulbos da C. paludosa.

Em prévio estudo, Maia e cols. (2009a) mostraram que, no teste do LCE, o
grupo EtOH mostrou um significante comportamento relacionado a ansiedade
(baixas %EBA e %TBA) em comparagcao aos grupos controles. Uma resposta
similar foi observada pelo grupo MeHg. Esses resultados parecem demonstrar um
efeito especifico relacionado a ansiedade, visto que a EBF né&o foi afetada pelo

tratamento, seja com EtOH ou MeHg.

Como discutido por File (1992), a EBF € uma medida de atividade geral

neste teste, apropriada para indicar se uma droga é ansiolitica ou ansiogénica.
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Nossos dados confirmam os dados de outros estudos mostrando que o efeito
ansiogénico pode ser produzido pela exposicao de longa duracao do EtOH (da
Silva e cols., 2004). Além disso, a exposicdo combinada do EtOH+MeHg, em

ratas gravidas, mostrou um efeito ansiogénico significativo nas proles adultas.

Decidiu-se também investigar o processo pelo qual pode ocorrer a
depressdo durante a interferéncia desses neurotoxicantes. Ratos que séao
forcados a nadarem, em uma area restrita, assumem uma postura imével apds a
tentativa inicial de escape, mantendo somente 0s movimentos minimos
necessarios para manter a cabecga acima da agua. (Porsolt e cols., 1978). Relatos
prévios tém mostrado que o nado “é sensivel” aos componentes serotoninérgicos,
tais como os inibidores de recaptagao de serotonina, como a FXT (Cryan e Lucki

2000; Detke e cols., 1995; Holick e cols., 2008; Nakatomi e cols., 2008).

Dados deste estudo, usando o teste do nado forcado, demonstraram que o
EE da C. paludosa, quando administrado cronicamente, produziu uma resposta
antidepressiva em animais, quando comparada a FXT. Alguns extratos ou
principios ativos obtidos a partir de espécies pertencentes a familia Iridaceae tém
um amplo espectro de atividades biolégicas, incluindo efeitos antidepressivos
(Akhondzadeh e cols., 2004, 2005; Akhondzadeh Basti e cols., 2007; Moshiri e

cols., 2006; Noorbala e cols., 2005; Schmidt e cols., 2007).

O tratamento crénico do EE nas doses de 1, 10 ou 100 mg/kg foi capaz de
reduzir o tempo de imobilidade e aumentar os comportamentos ativos, como o de
subida e nado, quando comparado ao grupo controle em que as proles foram

tratadas com salina. Esses resultados estdo de acordo com os dados para a
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locomocéao, nos quais somente o grupo MeHg reduziu a locomocéo, o que pode

estar relacionada ao alto nivel de imobilidade.

Varios estudos demonstraram uma correlagao entre os comportamentos de
estresse, emocao e depressao (Abe e cols., 2007; Sakakibara e cols., 2005). O
medo pode servir como um mecanismo adaptativo de alerta para o organismo e
gue também pode ser caracterizado por ansiedade e agitacdo (Delgado e cols.,
2006). Diferente dos resultados obtidos para o grupo MeHg, o grupo EtOH néao
mostrou qualquer diferenga nos resultados da atividade locomotora e no teste do
nado forgcado, quando comparados ao controle. Esses achados sdo opostos
aqueles mostrando que proles jovens e adultas de maes alimentadas com EtOH
apresentaram uma alta atividade locomotora no teste do campo aberto (Bond e Di

Giusto, 1977; Riley e cols., 1986).

Em nossos experimentos foi utilizado EtOH 6,5 g/kg e ndo se observou
qualquer diferengca nos animais que receberam este neurotéxico, quando
comparados aos animais controles. A diferenca observada entre essa e outras
pesquisas pode ser em decorréncia dos modelos experimentais, espécies de
animais usados e/ou a susceptibilidade aos efeitos teratogénicos do EtOH

(Becker e cols., 1996).

Em estudos anteriores, Lucena e cols. (2007b) demonstraram o EE da C.
paludosa como um potencial agente em doencgas neuroldgicas relacionadas a
excitotoxicidade e ao estresse oxidativo. Tendo em vista os resultados do trabalho
citado, o EE da C. paludosa foi testado no modelo da esquiva inibitéria para

avaliacdo de uma suposta atividade facilitatéria da memdria. No tratamento
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crdnico, todas as doses do EE apresentaram atividades mnemaonicas em proles

adultas de ratas, quando comparadas ao grupo controle.

Este efeito facilitatério pode ser observado tanto na retencdo da MCD
quanto na MLD e comparado a CAF utilizada como controle positivo em testes de
mem©éria (Perdiger e cols., 2008). Este efeito do EE é dissociado de qualquer
efeito sedativo ou relaxante inespecifico, como foi comprovado pelos resultados

obtidos no teste de campo aberto.

Nos animais submetidos a intoxicagao intrauterina de EtOH ou MeHg, o EE
da C. paludosa (1, 10 ou 100 mg/kg) também mostrou efeito facilitatério da
retencdo da memoria, quando comparado aos respectivos controles. No grupo
associado aos dois neurotoxicantes (EtOH+MeHg), o EE da C. paludosa mostrou
efeito facilitatério apenas na dose de 100 mg/kg. Estudo recente (Maia e cols.,
2009a) demonstrou que a intoxicacao intrauterina de EtOH+MeHg em ratas causa

déficits de memodria, no teste da esquiva inibitoria.

A exposicao prenatal ao EtOH e/ou MeHg provoca um amplo espectro de
sequelas no SNC, acarretando em diversos efeitos comportamentais e
bioquimicos. Varios estudos relatam déficits cognitivos decorrentes da exposicao
prenatal ao EtOH e/ou MeHg em humanos (Streissguth e cols., 1990; Mendola e
cols., 2002; Murata e cols., 2004; Burden e cols., 2005; Bailey e Sokol, 2008) e
em animais (Dursun e cols., 2006; Barbaccia e cols., 2007; Carratu e cols., 2008;

Onishchenko e cols., 2008; Maia e cols., 2009a,b).

Reforcando os resultados obtidos no teste da esquiva inibitéria, o presente
estudo também mostrou que as doses do EE da C. paludosa, administradas

cronicamente, bem como a CAF usada como controle positivo, diminuiram
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significativamente o tempo de investigacdo do rato jovem familiar no processo de
esquecimento (exposicdo apdés 120 min da 12 exposicdo ao rato adulto),

sugerindo um efeito facilitador da MCD no teste de reconhecimento social.

Este efeito facilitador do EE também foi observado nos grupos de animais
de MeHg e EtOH+MeHg. Entretanto, o EE ndo mostrou melhora da meméria no
grupo do EtOH. E importante notar que a facilitacdo da memoéria de
reconhecimento social, induzida pela administracdo do EE, ndo pode ser
unicamente explicada pela melhora da discriminacao olfatéria de ratos, uma vez
que a administracdo do EE n&o alterou o tempo de investigacdo e exploracao na
primeira apresentacdo do rato juvenil, nos experimentos de reconhecimento

social.

A exposicao prenatal ao EtOH e/ou MeHg induz vérias alteragbes
neurocomportamentais e/ou bioquimicas em animais € humanos, proporcionando
a um desequilibrio da homeostase intracelular e levando as células ao estresse

oxidativo (de Freitas e cols., 2009; Deitrich e cols., 2006; Maia e cols., 2009a,b).

Os dados comportamentais, aqui apresentados, mostrando que a
exposicdo ao EtOH e/ou MeHg, durante o SNC em desenvolvimento, induziu
varias alteragbes comportamentais e déficits cognitivos, que podem ser
provavelmente explicados por uma deplecao nas enzimas antioxidantes, como a
catalase e a Se-GPX, bem como um indugcédo de peroxidagao lipidica em tecidos

cerebrais.

Lucena e cols. (2007b) demonstraram um potencial efeito protetor do EE
da C. paludosa em condi¢cdes neurolégicas relacionadas a excitotoxicidade e

estresse oxidativo. Este efeito pode ter sido por substéncias presentes no EE,
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como alcaldides, flovondides e/ou terpenos. Pesquisas recentes mostraram que
alcaléides (Hung e cols., 2008; Prediger e cols., 2008; Vallejo e cols., 2009),
flavondides (Yamakuni e cols., 2008; Xu e cols., 2009) e/ou terpenos (Kamatou e
cols., 2008; Pitisikas e cols., 2007), presentes em extratos de plantas, sao

capazes de melhorar déficits cognitivos em roedores.

De acordo com nosso conhecimento, ndo ha informagbées na literatura
referentes aos efeitos centrais desta espécie, aqui investigada. Em conjunto, os
dados sugerem que o EE da C. paludosa pode ter um importante efeito contra a
ansiedade e depressao, além de melhorar as alteracbes cognitivas que podem
estar associadas as doencas neurodegenerativas, cujas alteracées podem estar

correlacionadas ao estresse oxidativo.



IV. CONCLUSOES FINAIS
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Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposicao intra-
uterina ao EtOH e/ou MeHg em ratos é capaz de interferir diretamente nas
respostas comportamentais de proles adultas. O EE da C. paludosa, por sua vez,
mostrou ter uma acéao central em decorréncia de seu provavel efeito neuroprotetor
e antioxidante, bloqueando os efeitos negativos relacionados a ansiedade
depressdo e déficits de memoéria. Isto foi inferido a partir das seguintes

observacoes:

1. Os dados presentes nesse estudo reforcam e complementam as pesquisas
relacionadas a possivel acao neuroprotetora da C. paludosa, ainda que os
provaveis mecanismos desta neuroprotecdo nao estejam ainda totalmente

esclarecidos;

2. O tratamento crénico com o EE da C. paludosa reverteu os déficits
comportamentais relacionados a ansiedade e depressao produzidos pela
exposicado ao EtOH e/ou MeHg em proles adultas de ratas, preservando os
aspectos motores e locomotores normais em todos animais, independente

do tipo de tratamento;

3. O tratamento agudo com o EE de C. paludosa, ainda que nao eficaz para
impedir o comportamento sugestivo de ansiedade e depressdao nos
animais, apresentou uma excelente resposta mnemonica, favorecendo a
MCD e MLD, tanto nos testes da esquiva inibitéria do tipo “step down’

(estimulo condicionado), quanto nos testes de reconhecimento social

(estimulo ndo condicionado). O mesmo perfil de resposta foi observado

quando do tratamento crdnico;
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4. Os efeitos protetores da C. paludosa foram acompanhados por acentuada
indugdo de enzimas antioxidantes, em tecidos cerebrais envolvidos com
processos cognitivos, e diminuicdo dos niveis de TBARS e hidroperéxidos
lipidicos, sugerindo que sua administracdo poderia inibir, a0 menos em
parte, a formacdo das EROs e, consequentemente, atenuar danos

cerebrais induzidos por estresse oxidativo;

5. A partir dos resultados presentes neste estudo, a C. paludosa pode ser
considerada como uma promissora farmacoterapia natural, eficaz para
aliviar ou impedir alguns dos efeitos deletérios produzidos pelos
neurotoxicos EtOH e/ou MeHg, ainda que as interferéncias
farmacocinéticas e farmacodinamicas merecam ser mais investigadas,

assim como 0s aspectos quimicos da planta.



V. PERSPECTIVAS FUTURAS E
CONSIDERACOES FINAIS
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O interesse em investigar a interacdao EtOH x MeHg esta voltado para o
aspecto da salude na Amazodnia. Os estudos realizados, até hoje, permitiram que
as autoridades de saude definissem um quadro clinico caracteristico da doenga
de Minamata, quando os pacientes se encontram em estado avancado de

comprometimento neurolégico.

Existe, ainda, uma consideravel incerteza sobre varios aspectos
relacionados aos sintomas apresentados por esses pacientes nos primeiros
estagios da doencga, os melhores métodos de diagndstico precoce, a correlagao
entre nivel de mercurio ingerido e o aparecimento dos diversos sintomas, e quais
0S mecanismos neuropatologicos pelos quais o MeHg afeta as células do

organismo humano, inclusive os neurbnios centrais.

Por outro lado, existe também a problematica envolvendo o alcoolismo
onde o objetivo-chave é explicar porque as pessoas comecam a beber, porque
algumas bebem em excesso, e porque outras sao incapazes de parar 0 consumo
do alcool diante de consequéncias prejudiciais e/ou dificeis. Além disso, ha
interesse no entendimento dos fatores que influenciam o consumo dessa droga,
que levam a transicdo do consumo médio a moderado para um consumo

descontrolado.

Nossa visdo geral dos aspectos relacionados ao alcoolismo também
incluem muitas questdes relacionadas aos mecanismos moleculares pelos quais o
alcool influencia as proteinas celulares, o que determina a sensibilidade ou
resisténcia ao 4&lcool, e quais acbes moleculares sdo responsaveis por
consequéncias comportamentais especificas da ingestao do alcool e abuso a esta

droga. Por meio de estudos multidisciplinares, muitas descobertas tém surgido
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nas ultimas décadas, que tém levado as mudancgas na conceituacao e tratamento

do alcoolismo.

As pesquisas clinicas testando a eficacia dos medicamentos, por meio de
uma triagem cuidadosamente controlada, aparecem como fatores importantes
neste contexto. Acreditamos que nesta nova década, os maiores avangos serao
dados nas descobertas de medicamentos, em especial daqueles advindos da
natureza, tendo como fonte a prépria Amazoénia, a favor de um investimento para
resolver a problematica aqui mostrada e, em especial, porque a Amazénia ainda é
a maior riqueza natural que temos e que muito ainda tem para ser descoberta.
Com isto é de se esperar que o grande custo sbcio-econdmico e problemas
relacionados ao alcoolismo e/ou contaminantes ambientais, como o MeHg,

possam ser revertidos.
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