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Resumo

A hipoxia-isquemia neonatal (HI) é a principal causa de 6bito perinatal e de
lesbes que acometem o Sistema Nervoso Central (SNC). A fisiopatologia da HI
decorre a partir da diminuicdo ou interrupcdo do aporte sanguineo para 0 SNC,
ocasionando morte celular, neuroinflamacdo e producdo de espécies reativas de
oxigénio. Atualmente, ndo existe um tratamento totalmente eficaz para a HI, desta
forma, estudos investigam possiveis intervencfes que possam prevenir ou recuperar
0S prejuizos causados pela HI. Neste contexto, diversas pesquisas experimentais
sobre a acdo de extratos vegetais demonstram que os efeitos nocivos da HI podem
ser atenuados. A Plinia trunciflora € uma espécie de jabuticabeira nativa do Brasil e
uma planta rica em antocianinas, um composto fendlico com propriedades
antioxidantes. Ha relatos na literatura que o extrato de Plinia trunciflora (EPT) foi
capaz de reduzir o estresse oxidativo tanto em cultura celular, quanto em roedores.
Assim, o0 objetivo desse estudo foi avaliar a possivel acdo neuroprotetora da
administracdo do EPT em ratos Wistar submetidos & HI neonatal através de testes
comportamentais, analises histoldgicas e bioguimicas. Animais de ambos 0s sexos
foram submetidos ao procedimento cirargico no sétimo dia pos-natal (DPN7). Para
induzir a HI, foi realizado a oclusdo permanente da artéria carétida comum direita,
seguido pela exposicéo a privacao parcial de oxigénio (8% de O2) por 60 minutos; os
animais do grupo Sham receberam apenas disseccao da artéria carétida. O EPT
(10mg/kg) ou solucdo Salina (0,9%) foi administrado via intraperitoneal nos
intervalos de 1, 24, 48 e 72 horas ap0s a HI. Desta forma, os animais foram divididos
em 4 grupos experimentais: Sham+Sal, HI+Sal, Sham+EPT e HI+EPT. No DPN10
foram coletas amostras (hipocampo, cortex e estriado) para as analises dos
parametros de homeostase redox e dosagem de interleucinas (IL). A partir do
DPN45, a memodria de referéncia espacial e o comportamento do tipo-ansioso dos
animais foram avaliados. Ao final dos testes, os animais foram eutanasiados e o
encéfalo foi coletado para as analises histologicas. Na analise dos parametros de
homeostase redox foi observado que a HI provocou o aumento de lipoperoxidagao
no hipocampo e no cortex; este efeito foi prevenido pelo EPT. A atividade da enzima
SOD néo foi alterada, entretanto, a atividade da GPX aumentou nos animais HI+Sal

e se manteve diminuida nos animais HI+EPT. Além disto, os animais HI+Sal



apresentaram uma reducdo nos niveis de defesa antioxidante (GSH), e esse efeito
nao foi observado no grupo HI+EPT. A HI provocou um aumento nos niveis de IL-13
e o EPT foi capaz de prevenir esse efeito. A analise do campo aberto mostrou que
0s animais HI+Sal apresentaram um maior nimero cruzamentos quanto comparado
aos animais Sham+Sal. No teste do labirinto em cruz elevado os animais do grupo
HI+Sal permaneceram mais tempo no brago aberto em comparacdo aos animais
Sham, e essa alteracdo comportamental pode ser prevenida nos animais HI+EPT.
No teste do labirinto aquatico de Morris, os animais HI+Sal apresentaram déficits de
aquisicdo quando comparados aos animais Sham+Sal e este prejuizo cognitivo pode
ser revertido pelo EPT. A analise histolégica mostrou que os animais HI+Sal
apresentaram uma diminuicdo do volume das estruturas encefélicas estudadas,
hemisférios cerebrais, cortex cerebral, hipocampo e estriado, quando comparado
aos animais Sham+Sal; a perda tecidual foi prevenida nos animais tratados com
EPT. Os resultados sugerem que a administracdo do extrato de Plinia trunciflora foi
capaz de prevenir ou atenuar as consequéncias da hipéxia-isquemia neonatal sobre
a homeostase redox, a integridade do tecido nervoso e 0 comportamento,
parametros avaliados no presente trabalho. Os possiveis mecanismos de
neuroprotecao do EPT devem ser melhor estudados.

Palavras-chave: HipOxia-isquemia neonatal (HI), Jabuticaba, Plinia trunciflora,
neuroprotecao, estresse oxidativo, neuroinflamacao, testes comportamentais.
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Abstract

Neonatal hypoxia-ischemia (HI) is the main cause of perinatal death and
injuries affecting the Central Nervous System (CNS). The pathophysiology of HI as a
consequence of the reduction or interruption of cerebral blood supply, lead to cell
death, neuroinflammation and production of reactive oxygen species. Currently, there
is no fully effective treatment for HI, therefore, studies investigate possible
interventions able to prevent or to recover HIl-damage. In this context, several
experimental studies regarding the action of plant extracts have demonstrated a
positive effect against HI insult. Plinia trunciflora is a species of jaboticaba tree
native to Brazil and a plant rich in anthocyanins, a phenolic compound with
antioxidant properties. There are reports in the literature that the extract of Plinia
trunciflora (EPT) was able to reduce oxidative stress both in cell cultures and in
rodents. Thus, the aim of this study was to evaluate a neuroprotective action of the
administration of EPT in Wistar rats suffering neonatal HI. For this purpose, animals
of both sexes were submitted to the surgical procedure at postnatal day 7 (PND7) to
induce HI. The right common carotid artery was permanently occluded, following by
the exposure to oxygen deprivation (8% O2) for 60 minutes. Animals in the Sham
group were subjected to carotid artery dissection without the exposure to hypoxia
condition. EPT (10mg/kg) or saline solution (0.9%) was administered intraperitoneally
at intervals of 1, 24, 48 and 72 hours after HI insult. Thus, animals were divided into
4 experimental groups: Sham+Sal, HI+Sal, Sham+EPT and HI+EPT. On PND10 a
cohort of animals were euthanized for sample collection (hippocampus, cortex and
striatum) to further analysis of redox homeostasis parameters and interleukin (IL)
dosage. From the PNDA45, the spatial reference memory and anxious-like behavior
were evaluated. After behavioral assessment, animals were euthanized, and the
brain was collected for histological analysis. In the analysis of redox homeostasis
parameters, it was observed that HI caused an increase in lipoperoxidation in the
right hippocampus and cortex, and this effect was prevented by EPT. No changes
were observed in the The SOD enzyme activity, however, GPX activity increased in
the HI+Sal group and remained attenuated in the HI+EPT. Furthermore, the HI+Sal
animals showed a reduction in antioxidant defense (GSH) levels and this effect was
not observed in the HI+EPT group. HI induced an increase in IL-13 levels and the

EPT was able to prevent it. Open field analysis showed that HI+Sal animals had a
11



greater number of crosses when compared to Sham+Sal animals. In the plus maze
test, HI+Sal animals spent more time in the open arms when compared to Sham
animals, being reduced in animals that received EPT. In the Moris water maze test,
HI+Sal animals showed learning deficits when compared to Sham+Sal animals and
this cognitive impairment can be reversed by EPT. Histological analysis showed that
HI+Sal animals suffered a decrease in the volume of brain structures: cerebral
hemispheres, cerebral cortex, hippocampus, striatum when compared to Sham+Sal
animals and this tissue loss was prevented in the HI+EPT group. The results suggest
that the administration of Plinia trunciflora extract was able to prevent or attenuate
the consequences of neonatal hypoxia-ischemia on redox homeostasis, nervous
tissue integrity and behavior, parameters evaluated in the present work. Possible

EPT neuroprotection mechanisms should be further studied.

Keywords: Neonatal hypoxia-ischemia (HI), Jaboticaba, Plinia trunciflora,
neuroprotection, oxidative stress, neuroinflammation, behavioral tests.
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1. Introducéao

1.1 Hipoxia-Isquemia Neonatal

A hipoxia-isquemia (HI) € uma das principais causas de les6es que acometem
o Sistema Nervoso (SN) em idade neonatal. Mundialmente, estima-se que 0,7-1,2
milhdes de recém-nascidos sdo afetados pela HI por ano e 23% das mortes infantis
sao geradas por complicaces da HI (Lawn et al., 2005). A incidéncia da HI é cerca
de 1-8/1000 nascidos vivos a termo em paises desenvolvidos, e quase 25/1000
nascidos vivos a termo em paises emergentes. Atualmente, com os avancos da
medicina neonatal tem se observado significativa melhora na sobrevida de recém-

nascidos prematuros extremos (Airede, 1991; De Haan et al., 2006).

O evento hipoxico-isquémico promove condicbes desfavoraveis para o
desenvolvimento encefélico, o que pode contribuir para o surgimento de diversas
patologias neuroldgicas, como por exemplo: paralisia cerebral, epilepsias,
anormalidades motoras e transtornos de aprendizagem (Dilenge et al., 2001). Estas
deficiéncias cognitivas e intelectuais dependem do grau de acometimento da lesédo

encefélica, o qual pode ser classificado de leve a grave (Graham et al., 2008).

Em recém-nascidos com HI leve, a probabilidade de morte € de 10% e o risco
de distarbios no neurodesenvolvimento € de 30%, enquanto que em pacientes com
HI grave o risco de morte chega a 60% e todos os individuos correm alto risco de

desenvolver deficiéncias neurolégicas (Graham et al., 2008).

A maioria dos casos de HI acontece durante a gestacdo, entretanto ha
possibilidade de ocorréncia também durante ou apds o parto. De acordo com
estudos clinicos, 20% dos casos de HI decorrem de eventos pré-natais e 35% estéo

relacionados a disturbios maternos; 10% dos casos acontecem no periodo pés-natal
13



e 35% dos casos de HI surgem em decorréncia de complicacdes durante o trabalho
de parto (Marcondes et al, 2002). Desta forma, as principais causas da HI estéo
relacionadas com disfungcdes circulatérias e/ou complicacbes obstétricas como a
hipéxia materna, infec¢des intrauterinas, o descolamento prematuro da placenta e a
compressédo do corddo umbilical que podem interferir na transferéncia de substratos

e levar a asfixia fetal (Ferriero, 2001; Volpe, 2009).

A privacdo de oxigénio e do fluxo sanguineo podem gerar danos ao encéfalo
gue afetam o desenvolvimento cognitivo e motor do recém-nascido (Volpe, 2009). As
consequéncias da HI sdo sistémicas e podem gerar alteracbes no sistema
cardiovascular, respiratorio, renal e metabdlico do paciente, contudo, o sistema

nervoso central (SNC) é o mais comprometido (Vannucci and Perlman, 1997).

Assim como observado em humanos, animais submetidos ao modelo
experimental de HI apresentam prejuizos motores e cognitivos, como dificuldade de
aprendizado e memoéria. Além disto, os animais também podem demonstrar
alteragcbes comportamentais como hiperatividade e niveis elevados de
comportamento do tipo-ansioso (Arteni et al., 2010; Zhang et al., 2016). Estas
mudanc¢as comportamentais sdo acompanhadas de perda do tecido nervoso e de
alteracBes celulares e metabdlicas. (Arteni et al., 2010; Mestriner et al., 2013;

Pagnussat et al., 2009).

1.2 Modelo Experimental de Hipoxia-Isquemia Neonatal

Novas estratégias de tratamento ou prevencdo, assim como o esclarecimento
dos mecanismos de leséo da HI necessitam do uso de modelos experimentais em

pesquisas pré-clinicas. Evidéncias demonstram semelhangcas no desenvolvimento
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encefalico de ratos de 7 dias de idade com recém-nascidos a termo (Rice et al.,
1981). O modelo experimental mais usado para reproduzir as lesdes do SNC
encontradas em humanos ap0s um quadro de asfixia consiste na oclusdo
permanente de uma das artérias cardtidas comuns, e posterior exposicdo dos

animais a uma atmosfera de hipoxia (geralmente 8% de oxigénio) (Rice et al., 1981).

Este modelo experimental € composto por duas intervencdes que causam danos
localizados predominantemente no hemisfério ipsilateral a carétida ocluida, sendo o
hemisfério contralateral afetado em menor grau ou nédo apresentando danos
morfologicos (Jansen & Low, 1996; Rice et al.,, 1981). A leséo tecidual pode ser
observada no cértex cerebral, substancia branca periventricular e subcortical, no
estriado (nucleos da base), no talamo e principalmente no hipocampo (Arteni et al.,
2010; Pereira et al., 2007). Além disto, dados prévios do nosso grupo de pesquisa
demonstram que a HI em animais causa dados comportamentais, histolégicos e
bioquimicos, como efeitos deletérios relacionais a memadria espacial, a atrofia de
diversas estruturas encefalicas, 0 aumento de espécies reativas e a diminuicdo das

defesas antioxidantes (Dafre et al., 2003; Sanches et al., 2015).

1.3 Mecanismos Fisiopatogénicos da Hipoxia-Isquemia Neonatal

A lesédo HI é entendida como um processo evolutivo que resulta na morte
celular por ativacdo de diferentes mecanismos (Figura-1) (Davidson et al., 2015).
Este processo de lesdo se inicia no momento do evento hipoxico-isquémico e
permanece apos o periodo de recuperacdo (Hassell et al., 2015). Sendo assim, é
possivel classificar a progressdao da lesdo HI em diferentes fases: lesdo primaria,

fase latente, lesdo secundaria e terciaria (crénica) (Lee et al., 2017).
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Hipoxia-lsquemia
Morte celular primaria {} Excitotoxicidade

\ Lesdo Primaria /

Sinais Pré-Apoptéticos

Fase Latente
(Até 6 horas)

{} Inflamacao

Fase Secundaria

Estresse Oxidativo

Colapso
Mitocondrial -, (De 6 a 72 horas)
{} Inflamacgao Crénica
Morte celular secundaria nge Terciaria /
(Dias a meses)
! \ Conectividade
Prejudicada

Maturagéo celular

prejudicada Lesao Encefalica

Figura 1 — Mecanismos fisiopatolégicos da lesédo HI. (Adaptado de Davidson et al., 2015)

A lesdo primaria acontece imediatamente apos o insulto, sendo caracterizada
pela diminuicdo do suprimento de glicose e oxigénio, que causa uma falha
energética primaria e desencadeia uma cascata de eventos bioquimicos que afetam
a atividade de neurdnios (Korc et al., 1995; Prandini et al., 2005). A falta de glicose e
oxigénio contribuem para a reducdo da sintese de ATP (adenosina trifosfato) que
prejudica a atividade das bombas i6nicas, como a bomba Na*/K* ATPase e promove
um desequilibrio i6nico, invertendo as concentracfes idnicas, e a despolarizacao
celular e consequente liberacdo de neurotransmissores, especialmente do
aminoacido excitatdrio glutamato (Du Plessis and Johnston, 1997; E.F Sanches et
al., 2013). A inversdo de concentra¢cfes ibnicas intracelular causa um processo de
tumefacgéo celular e a ruptura da membrana plasmética, desencadeando o processo
de morte celular por necrose (Barks & Silverstein, 1992; Portera-Cailliau et al., 1997).
A falha energética permanece durante a fase latente, a qual ocorre até as 6

primeiras horas apds o evento hipéxico (Johnston, 2001). Contudo, durante este
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periodo muitos neurdnios podem se recuperar do insulto, ou pelo menos

parcialmente.

A lesdo secundaria esta relacionada com a reperfusdo do tecido lesado que
acontece de 6 a 72 horas apo6s a lesdo (Cho et al., 2020). Nesta fase, se observa
recuperacao inicial do metabolismo celular por consequente aumento da oxigenacgao
(Cho et al., 2020). Neste momento ocorre a falha energética “secundaria” com o
grande influxo de Ca?*, culminando em disfuncdo mitocondrial, aumento da liberacéo
excessiva de radicais livres e consequentemente dano tecidual por estresse
oxidativo, e a neuroinflamacédo (Lai and Yang, 2011; Shankaran et al., 2012; Volpe,
2009). A morte celular por apoptose tem seu auge 24 horas apoés a lesdo HI, sendo
0s neurdnios e a linhagem de oligodendrécitos as células mais atingidas (Bennet et

al., 2006).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um numero desigual
de elétrons na camada de valéncia mais externa e tem a capacidade de existir de
forma independente (Southorn; Powis, 1988; Halliwell and Gutteridge, 2007). Os
radicais livres podem ser formados pela perda de um elétron de um né&o-radical ou
pelo ganho de um elétron por um nao-radical (Halliwell and Gutteridge, 2007). Além
disto, quando um radical livre reage com um composto ndo-radical, gera uma
sequéncia de reacdes em cadeia de transferéncia de elétrons (redox) que leva a
formacado de um produto radical livre que, por sua vez, reage produzindo um terceiro
radical (Maxwell, 1995). O termo genérico, espécies reativas de oxigénio (ERO)
inclui os radicais formados pela reducdo do superoxido (O2) e radicais hidroxila
(HO"), mas também alguns néo-radicais derivados do oxigénio, como o peroxido de

hidrogénio (H202). Além das EROs, existem as espécies reativas de nitrogénio
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(ERN), tendo como representantes principais o oxido nitrico (NO®) e o peroxinitrito

(ONOO") (Halliwell and Gutteridge, 2007).

Espécies reativas sado importantes para a fisiologia da célula, atuando como
moléculas de sinalizacdo celular para diversos mecanismos celulares. As espécies
reativas sdo frequentemente produzidas e neutralizadas pelo sistema de defesas
antioxidantes (Boveris et al., 1973). Entretanto, quando produzidas em altas
concentracfes ou quando ha um declinio na atividade dessas defesas, as espécies
reativas podem causar danos as células. O desequilibrio entre a formacdo de
espécies reativas e 0s antioxidantes € descrito como estresse oxidativo, e este

mecanismo esta envolvido com diversas patologias (Halliwell and Gutteridge, 2007).

As defesas antioxidantes podem ser constituidas por defesas enzimaticas ou
nao-enzimaticas. Defesas enzimaticas atuam cataliticamente removendo os radicais
livres, como por exemplo, a enzima superoxido-dismutase (SOD) que converte
superoxido (O2) em peroxido de hidrogénio, que também é uma ERO. O per6xido de
hidrogénio pode ser reduzido pela acdo das enzimas catalase (CAT) ou da
glutationa peroxidase (GPx) que o converte em agua e oxigénio. As defesas nédo-
enzimaticas agem aprisionando as ERO e ERN, como por exemplo a glutationa
reduzida (GSH), a-tocoferol, acido ascérbico e a bilirrubina (Halliwell and Gutteridge,

2007).

O SNC neonatal é especialmente suscetivel aos danos celulares causados
pelo aumento da liberacdo de radicais livres apos a lesdo HI, esta sensibilidade
deve-se as suas caracteristicas: acidos graxos insaturados abundantes, alta taxa de
consumo de oxigénio, menor quantidade de defesas antioxidantes, alto teor de agua

e baixa mielinizagdo (Mavelli et al., 1982).
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A mitocondria é a organela celular responsavel pela producdo de energia,
durante a fase secundaria da HI, com a reperfuséo e a reoxigenacao, o metabolismo
mitocondrial é acelerado na tentativa de compensar a falha energética por meio do
aumento da sintese de ATP (Mavelli et al., 1982). O alto consumo de O:2 pela
mitocdndria, neste processo, significa uma alta atividade da cadeia respiratoria,
culminando em um aumento na producéo do radical superéxido pela dispersdo dos

elétrons (Mavelli et al., 1982).

Devido a superproducéo de espécies reativas durante o processo de lesdo da
HI, o sistema de defesas antioxidantes é sobrecarregado pelo estresse oxidativo.
Sabe-se que a producdo excessiva de espécies reativas induzida pela HI causa o
aumento do produto da peroxidacao lipidica (malondialdeido) e também dos niveis
de nitratos e nitritos. Além disto, 0 estresse oxidativo pode levar a danos adicionais,
como por exemplo: a desnaturacdo de proteinas, inativacdo de enzimas, dano ao
DNA, liberacdo de Ca?* dos depdsitos intracelulares e danos ao citoesqueleto

(Gaschler and Stockwell, 2017).

7z BN

A membrana celular é altamente suscetivel a peroxidacdo induzida por
espécies reativas que contribuem para o dano encefalico pela sua capacidade de
atacar a porcdo de acidos graxos presentes no citoplasma e nas membranas
celulares. Desta forma os acidos graxos poli-insaturados estdo propensos ao
comprometimento peroxidativo, que por sua vez levam a fragmentacdo das
membranas, especialmente no encéfalo em desenvolvimento (Gaschler and

Stockwell, 2017).

A ativacdo da resposta imunolégica é um dos fatores mais importantes na

determinacao da gravidade da lesdo, sendo mais graves as sequelas quanto maior
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for a resposta imune (Jin et al., 2009). A resposta inflamatéria aguda no SNC inicia
com a infiltracdo de leucdcitos periféricos e ativacdo da microglia e de astrocitos.
Estas células gliais detectam padrdes moleculares associados ao dano (PMADs) e
tornam-se reativas, atuando como secretores de citocinas pro-inflamatérias (Zhao et

al., 2013).

As células microgliais sédo ditas como células de defesa no tecido nervoso e
guando estimuladas pela presenca de PMADs, alteram sua morfologia e adquirem a
capacidade de fagocitose. Os astrocitos, ao detectarem PMADSs, tornam-se reativos
em um processo de reativiadade astrocitaria, onde € observado hipertrofia destas
células e a formacdo da cicatriz astrocitica nas areas mais danificadas pela lesédo

(Burda & Sofroniew, 2014; Liu & McCullough, 2013).

A liberacéo de citocinas pelas células gliais, incluindo interleucinas (IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10) e TNF-qa, funcionam como um sinalizador celular de inflamacdo, como
por exemplo: a interleucina-13 (IL-1B) que promovem o agravamento da resposta
inflamatéria e consequentemente a mobilizacdo de células de defesa em todo o
organismo, como linfocitos T e células natural killer (NK) , para o0 SNC e ocasiona
aumento da morte de células nervosas (Fathali et al., 2013). Em contrapartida, a
liberacdo de interleucina-10 (IL-10) tem papel antagbnico na resposta inflamatoria,
produzida também pelas células gliais, esta citocina regula a resposta inflamatoria
inibindo o recrutamento de células de defesa para o tecido nervoso (Albrecht et al.,

2019).

A lesao terciaria, também chamada de fase crbnica, é caracterizada pela
astrogliose reativa, neuroinflamagéo crbnica, alteragbes epigenéticas e o reparo

tecidual. Durante este processo também ha morte celular, ainda que em menor
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guantidade em comparacdo a lesdo secundaria, que podem acontecer de dias a
meses apO0s o0 evento hipdéxico-isquémico. As células remanescentes tém seu
desenvolvimento afetado e apresentam conexdes andémalas,;a partir disto, no longo
prazo, acontece a reducédo do volume das estruturas encefalicas (Davidson et al.,

2015).

De modo geral, a lesédo HI causa prejuizos ao SNC de diversas maneiras e
isso se reflete na maturacao e na funcéo cerebral. Clinicamente, o tratamento mais
utilizado em recém-nascidos que sofrem HI é a hipotermia terapéutica. Porém, a
hipotermia terapéutica ndo promove recuperacdo completa mesmo nos casos
moderados (Wassink et al., 2018). Em pesquisas pré-clinicas foram investigados
diversos agentes neuroprotetores capazes de prevenir ou retardar o processo de
lesdo, como por exemplo: eritropoietina, melatonina, terapia com células-tronco,
entre outras (Procianoy et al., 2001). Desta forma, é importante estudar outras
estratégias de recuperacao para os efeitos deletérios da HI, como o uso de agentes

naturais que possam contribuir para a inibicdo dos fatores de progresséao da leséo.

1.3. Neuroprotecdo mediada por agentes naturais

Nas ultimas décadas, pesquisas com o foco em plantas medicinais como
agentes neuroprotetores contra 0s prejuizos ocasionados pela HI tém mobilizado o
interesse de varios grupos de pesquisa, especialmente devido a sua seguranca
bioldgica, custo-beneficio, disponibilidade, possibilidade de uso prolongado e poucos
efeitos colaterais. Dentre estes agentes naturais destaca-se a presenca de
compostos polifendlicos, como os flavonbéides, que apresentam efeitos
neuroprotetores, ndo somente sobre a HI, mas também em outros modelos de

disturbios neuroldgicos experimentais (Mohsenpour et al., 2021)
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A maioria dos compostos derivados de agentes naturais foram descritos como
substancias com efeitos anti-apoptoticos, anti-inflamatorios e antioxidantes. Neste
contexto, podemos citar a utilizacdo de extratos de plantas, como por exemplo o
extrato de Punica granatum, extrato de Huperzia quadrifariata, extrato de semente
de uva e outros (Odorcyk et al., 2017; Tu et al., 2019; West et al., 2007). Além disto,
ha estudos que utilizam compostos isolados de plantas, como por exemplo:
resveratrol, coumestrol e canabidiol, entre outros. Todos estes agentes naturais
demonstram efeitos benéficos na prevencdo ou no tratamento em animais

submetidos a HI (Alvarez et al., 2008; Anastacio et al., 2019; Anastacio et al., 2014).

A Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel pertence a familia Myrtaceae, assim
como as espécies Plinia cauliflora (Mart.) Kausel e Plinia jaboticaba (Vell.) Kausel.
Estas espécies de jabuticabeiras sao nativas do Brasil, sdo espécies mais presentes
no Sul e Sudeste do pais e apresentam caracteristicas muito semelhantes entre si
(Lorenzi et al., 2006; Sobral et al., 2014). A jabuticaba é uma fruta que possui o
formato e o tamanho de uma uva, apresentando coloragcdo escura que vai de roxo a
preto, sabor agradavel e doce e polpa branca; sua casca é uma fonte potencial de
antioxidantes naturais (Carvalho-Silva, et al., 2011; Ribeiro et al., 2010). A jabuticaba
€ muito consumida na forma in natura, entretanto, por ser muito perecivel, ela é
normalmente utilizada na fabricacdo de geléias, sucos, vinhos, licores e vinagres
(Wilbank, M. V.; Chalfun, N. N. J.; Andersen, 1983). Na medicina tradicional h&a
relatos do uso do cha de casca de P. cauliflora para o tratamento de doengas como

asma, angina, disenteria e infeccbes cutaneas (Morton, 1987).

Esta fruta contém uma série de compostos fendlicos que possivelmente

desempenham efeitos benéficos a saude, tornando a fruta um alimento funcional.
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Estudos j& demonstraram que a jabuticaba, especificamente as espécies P.
cauliflora e P. jabuticaba, apresenta importante atividade biol6gica, notadamente
atividade antioxidante, a qual tem sido atribuida principalmente aos flavonois e
antocianinas que estdo concentrados em sua grande maioria na casca do fruto

(Leite-Legatti et al., 2012; Reynertson et al., 2006; Wu et al., 2012).

Os compostos fendlicos sdo moléculas que estdo presentes em frutas e
vegetais que apresentam diversos efeitos biolégicos, incluindo as atividades anti-
inflamatoria, antiaterogénica, vasodilatadora, antimicrobiana e, principalmente,
antioxidantes. Estes compostos podem exercer atividade antioxidante por meio da
reducado direta de EROs, ERNSs, ou de forma indireta, como por exemplo, por meio
da modulacdo dos complexos transportadores de elétrons da cadeia mitocondrial

(Fraga et al., 2010; Sandoval-Acuiia et al., 2014).

A caracterizacdo dos componentes da P. trunciflora revelou a presenca de
diversos macronutrientes e fendis na casca e na polpa da fruta (Tabela 1). Foi
observado que a P. trunciflora € uma importante fonte de fibras e carboidratos
(Calloni et al., 2015). Além disto, a casca desta fruta apresenta grande quantidade
de antocianinas, que sao moléculas bioativas capazes de gerar efeitos antioxidantes

(Calloni et al., 2015).
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Componentes Casca Polpa
Carboidratos (g 100g™) 11.54 +0.01 13.11+0.01
Lipideos (g 100g ™) 0.25+0.01 0.17 £ 0.05
Proteinas (g 100g™) 1.00+0.03 0.21 +0.02
Humidade (%) 75.18 £ 0.85 86.46 + 0.43
Fibras Totais (g 100g™) 8.45+0.01 0.15+0.01
Cinzas (g 100g™) 0.58 +0.01 0.23 £ 0.02
Conteudo fendlico total
1 313.7+4.26 162.2 + 7.67
(mg GAE 100g™)
Conteudo de antocianinas
242.75 + 14.25 1.1+0.21

(mg cyn-3-glu 100g'l)

Tabela 1 — Conteudo de macronutrientes e fendis identificados na casca e polpa da Jabuticaba (P.

trunciflora) fresca. (Adaptado de Calloni et al., 2015).

Além disto, a caracterizacdo da P. trunciflora por meio de espectrometria de

massa revelou a presenca de compostos fendélicos como a cianidina-3-O-glicosideo

(Figura 2) e a delfinidina-3-O-glicosideo, que sdo moléculas com alta interagdo com

0 SNC e séo capazes de interagir com os complexos transportadores de elétrons e,

assim, reduzir os danos oxidativos/nitrosativos (Carrasco-Pozo et al., 2012; Scola et

al., 2013; Sharma et al., 2011; Subramaniam and Chesselet, 2013; Taddei et al.,

2012; Xie et al., 2012). Estudo in vitro com o extrato de P. trunciflora promoveu uma

reducdo do estresse oxidativo/nitrosativo em fibroblastos de pulmao humano, por

meio da modulacéo da fungcdo mitocondrial (Calloni et al., 2015).
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Figura 2 - Cianidina-3-O-glicosideo da casca de P. trunciflora (Calloni et al., 2015).

2. Hipotese de Trabalho

Considerando a necessidade de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento dos efeitos da lesdo HI neonatal e o potencial antioxidante e anti-
inflamatério da Plinia trunciflora, trabalhamos com a hip6tese de que a administracao
do extrato de P. trunciflora por via intraperitoneal possa contribuir para a protecao do

SNC de ratos neonatos submetidos a Hl.

3. Justificativa

Novas estratégias terapéuticas devem ser desenvolvidas para combater ou
prevenir os prejuizos neuroldgicos que afetam o desenvolvimento cognitivo e motor
de individuos acometidos pela HI, neste sentido, a utilizacdo de produtos naturais
tem sido bem explorada pela industria farmacéutica nas ultimas décadas, e muitas
das substancias extraidas de agentes naturais tém a capacidade de influenciar o
funcionamento do SNC, como por exemplo os agentes utilizados para o tratamento
de depressdo, ansiedade e epilepsia, entre outros. O interesse por plantas
medicinais que possam substituir farmacos sintéticos traz muitas vantagens

considerando sua seguranca, custo-beneficio, disponibilidade, uso a longo prazo e
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efeitos colaterais limitados. Este trabalho investigou se o extrato do Plinia trunciflora

tem efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes capazes de produzir neuroprotecdo em

animais submetidos a HI experimental.

3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a possivel acdo neuroprotetora do extrato de P. trunciflora sobre a

hipoxia-isquemia encefalica neonatal em ratos Wistar por meio de parametros

bioquimicos, histolégicos e comportamentais.

3.2 Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

Avaliar o comprometimento funcional, na idade adulta, em animais
submetidos a HI neonatal e tratados com extrato de P. trunciflora em
testes comportamentais: Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado,

Labirinto Aquatico de Morris.

Avaliar os efeitos do extrato de P. trunciflora sobre a severidade da lesao
causado pela HI através da analise do volume de lesdo em hipocampo,
cortex cerebral, estriado e hemisférios por meio da técnica de

Hematoxilina-Eosina.

Verificar os parametros de homeostase redox (TBA-RS, GSH, GPx e
SOD) no hipocampo, cortex e estriado dos animais, 72 horas apés a

lesdo.

Quantificar os niveis de citocinas pro e anti-inflamatorias, como IL-13 e IL-

10 no hipocampo dos animais, por meio da técnica de Western Blot.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Aspectos Eticos

Os experimentos realizados no presente estudo obedecem as normas
propostas pelos Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica
Envolvendo Animais. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com
Principles of Laboratory Animal Care (NIH publication 85-23, 1985), a Lei Federal n®
11.794/2008, a resolucdo normativa n°37, de 15 de fevereiro de 2018 e a Resolucao
Normativa n°30, de 02 de fevereiro de 2016 do CONCEA - Diretriz Brasileira de
Pratica para o Cuidado e Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos —
DBCA. Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS, sob aprovacéo n° 38571.

4.2 Animais

Para este trabalho foram utilizadas ninhadas de ratos Wistar obtidas no
Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica/UFRGS, Porto Alegre, RS. As
ninhadas eram compostas por 8 filhotes (4 filhotes machos e 4 fémeas). Os filhotes
foram mantidos com suas maes em caixas padrdo com dimensdes 41 cm
(comprimento) x 34 cm (largura) x 16 (altura) cm devidamente identificadas de
acordo com a Resolucdo Normativa CONCEA N° 15, de 2013, em cama de
maravalha de pinus selecionada e autoclavada. A troca da maravalha dos ratos foi
realizada pelos funcionarios do Biotério do Departamento de Bioquimica. A prole foi
mantida com a rata-mde até o dia pos-natal 21 (DPN21), neste dia ocorreu o
desmame da prole. Apdés o desmame as ratas-mdes foram previamente
anestesiadas em camara com uso do anestésico inalatério isoflurano e decapitadas

com a utilizacdo de guilhotina. Apos o desmame as ninhadas foram distribuidas em
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caixas padrao de no maximo 4 ratos por caixa. Todos os animais foram mantidos em
ciclos claro e escuro de 12h em salas climatizadas (x 22 °C) com alimentacédo e
agua ad libitum durante todas as etapas do projeto. Os procedimentos propostos no
presente projeto foram realizados por experimentadores treinados no manejo dos

animais,

4.3 Desenho Experimental

No DPN7 animais de ambos os sexos foram divididos em 4 grupos
experimentais, considerando-se a inducdo do insulto HI e o tratamento recebido:
Sham+Sal, HI+Sal, Sham+EPT e HI+EPT. Os animais EPT receberam quatro
injecdes via intraperitoneal (i.p.) do extrato de Plinia trunciflora (EPT) apés o
procedimento cirdrgico para a inducdo da HI (descrito no topico 4.4); a administracao
foi realizada 1, 24, 48 e 72 horas depois da HI. Os animais do grupo controle (Sal)

receberam injecfes de solucéo salina 0,9% nos mesmos periodos.

4.3.1 Experimento 1 — Estudo comportamental e histoldgico

A partir do DPN45 os animais foram submetidos a testes comportamentais
para avaliar os niveis de ansiedade e a capacidade cognitiva, nos seguintes testes
comportamentais: Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e o Labirinto Aquatico
de Morris. Apos a concluséo dos testes comportamentais (DPN55), os animais foram
anestesiados profundamente com Isoflurano inalatério e decapitados com a
utilizacdo de guilhotina. Os encéfalos foram retirados e preparados para confeccao

de laminas histoldgicas.

4.3.2 Experimento 2 — Estudo de possiveis mecanismos neuroprotetores
Para compreender os mecanismos que contribuem para a progressao da leséo e a
possivel protecdo das consequéncias da HI mediada pelo EPT, foram realizadas
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analises bioquimicas em diversas estruturas encefélicas. Avaliou-se a resposta
inflamatoria e o0 estresse oxidativo. Para estas analises os animais foram

eutanasiados 3 horas ap0s a ultima injecao de extrato, no DPN10.

4.4 Modelo Experimental de Hip6xia-Isquemia Neonatal

Aos 7 dias de vida, os animais foram anestesiados com isoflurano inalatorio
(4% para inducdo e 1.5 % para manutencdo) e submetidos ao procedimento
cirdrgico de ocluséo carotidea, com duracdo maxima de 10 minutos por animal. Os
animais foram anestesiados e posicionados em decubito dorsal. Durante o
procedimento foi realizada uma incisdo na linha média da face anterior da regido
cervical, sendo entdo a artéria carétida comum direita identificada, isolada das
estruturas adjacentes e ocluida com fio cirtrgico de seda 4.0 (isquemia). Os animais
do grupo Sham (controle cirargico) foram anestesiados, e submetidos a incisdo e
tiveram a carétida exposta, porém sem oclusdo e ndo sofreram hipoxia. Apds o
procedimento, 0s animais permaneceram aquecidos a 37C° durante um periodo de
recuperacdo de 15 minutos antes de serem devolvidos as caixas moradia, onde
permaneceram por um intervalo de 2 horas junto as maes. Para realizar a hipoxia,
os animais foram colocados em uma camara e expostos a uma atmosfera hipéxica
(8% de oxigénio e 92% de nitrogénio, com fluxo de 5 L/min) durante 60 minutos em
grupos de quatro a seis animais. A camara de hipdxia permaneceu parcialmente
submersa em banho-maria a 37°C a fim de manter a temperatura corporal dos ratos
lactentes dentro dos limites fisiologicos. Ao final da hip6xia, os animais foram
retirados da camara, permaneceram durante 15 minutos sob aquecimento para
recuperacgdo e posteriormente devolvidos a caixa de origem junto as maes (Arteni et

al., 2010).
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4.5 Administragcao do Extrato de Plinia trunciflora

Os extratos aquosos de P. trunciflora foram obtidos a partir da fruta inteira
liofilizada e triturada. Assim, o liofilizado foi extraido com agua destilada acidificada
com HCI (pH 1,5) em banho de ultrassom durante 1 hora. A solucao foi resfriada a
4°C durante 12 horas. Apés esse periodo, a solucao foi filtrada e liofilizada (Kuskoski
et al., 2005). O extrato assim obtido foi empregado para doseamento de polifendis e
antocianinas totais. O extrato liofilizado foi mantido em frasco ambar envolvido por
papel aluminio de forma a impedir a passagem de luz. O extrato de P. trunciflora foi
administrado na concentracédo de 10mg/kg diluido em salina (0,9%), na frequéncia ja
descrita acima. Para garantir a estabilidade dos elementos ativos presentes no
extrato, o mesmo foi preparado diariamente, uma vez que 0S componentes
antioxidantes (principios ativos presentes no extrato) poderiam ser degradados
devido a fotossensibilidade (Kuskoski et al., 2005). A dose foi determinada a partir
de uma revisdo na literatura de trabalhos que utilizaram extratos via i.p. no modelo

de HI (Anastacio et al., 2019; Odorcyk et al., 2017).

4.6 Testes Comportamentais

Os seguintes testes comportamentais foram realizados a partir dos 45 dias de
vida: Campo aberto, labirinto em cruz elevado e labirinto aquéatico de Morris. Para
sua realizacdo foram utilizados equipamentos pertencentes ao Departamento de
Bioquimica — UFRGS. Foram avaliados 47 ratos Wistar a partir do DPN 45, sendo
gue 11 animais pertenceram ao grupo Sham+SAL, 10 ao grupo HI+SAL, 14 ao
grupo Sham+EPT e 12 ao grupo HI+EPT. Os animais foram filmados durante os

testes e os dados foram analisados por meio software Any-Maze.
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4.6.1 Teste de Campo Aberto

A atividade exploratoria dos animais foi avaliada através do teste do campo
aberto. Os animais foram colocados em uma caixa de madeira de 50x50x39
(comprimento x altura x profundidade) dividido em 12 quadrantes iguais. Os animais
foram colocados no quadrante posterior esquerdo e observou-se a permanéncia na
zona periférica/central e o nimero de cruzamentos entre os quadrantes, durante 300

segundos (Duran-Carabali et al, 2018)

4.6.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O teste do labirinto em cruz elevado consiste na avaliacdo de comportamento
tipo-ansioso e exploracdo do animal. Esse teste foi realizado em um aparato no
formato de cruz suspenso a 500 mm do chdo e possui 4 bragos que apresentam o
comprimento de 400 mm por didametro de 200 mm, sendo dois bragos abertos e dois
fechados (com a altura de 300 mm nas paredes). O teste foi realizado por 5 minutos
para cada animal, sendo executado por dois avaliadores e as variaveis registradas
foram: tempo de permanéncia nos bracos fechados e abertos, e também, o nUmero
de movimentos verticais como rearings e head deepings. O comportamento natural
do animal é a permanéncia nos bracos fechados sendo os bracos abertos aversivos

e uma menor atividade exploratéria (Simpson et at., 2011).

4.6.3 Labirinto Aquatico de Morris

A memodria espacial dos animais foi avaliada utilizando o labirinto aquético de
Morris. Este teste foi realizado em um tanque circular de 200cm de diametro, sendo
40 cm de profundidade cobertos por agua (temperatura de + 23°C), situada em uma
sala contendo pistas visuais nas paredes que o cercam. Uma plataforma com 10 cm
de didametro encontra-se submersa 2 cm abaixo da superficie da agua. Este tanque

foi dividido, virtualmente, em 4 quadrantes designados como Norte, Sul, Leste e
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Oeste. A posicao da plataforma permaneceu no mesmo local durante todo o periodo
de treino. Os animais realizaram 4 “trials” por dia, durante 5 dias consecutivos. Apos
24 horas a fase de treino foi realizado o teste, que consiste em uma sessao de 60
segundos sem a plataforma, que se avaliou a memodria de longa duracdo para a
posicdo da plataforma. No dia do teste (probe trial) os animais foram colocados
individualmente no labirinto em um mesmo ponto, o mais longe possivel da posicéo
da plataforma. Foram analisados: Curva de aprendizado e tempo de laténcia para

encontrar a plataforma no dia do teste (Sanches et al., 2013).

4.7 Analise Histologica

ApOs o0s testes comportamentais, 0s animais foram anestesiados
profundamente com Isoflurano e submetidos a perfuséo transcardiaca com solugéo
salina (0,9%), seguido de uma solucdo de paraformaldeido (4%). Os encéfalos
foram removidos e mantidos na mesma solucdo de paraformaldeido por 24 horas.
Em seguida, os encéfalos foram crioprotegidos com a graduacao de sacarose 15% e
30% diluida em Tampédo Fosfato a 4°C, ap6s foram congelados em isopentano
resfriado em nitrogénio liquido (- 30°C) e armazenadas a - 80°C. No equipamento
criostato (CM1850, Leica), realizou-se cortes coronais de 30um com um intervalo de
100 um e as laminas contendo as fatias foram coradas com Hematoxilina e Eosina.
A andlise volumétrica foi realizada pelo método de Cavalieri (Arteni et al., 2010). As
imagens das areas foram capturadas com uma camera de video acoplada a um
microscoépio (Nikon) utilizando-se o software Image-J. Nesta analise foram utilizados

8 animais para cada grupo (Sanches et al., 2013).
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4.8 Analises Bioquimicas

Para a realizacdo das analises bioquimicas (DPN10), os animais foram
anestesiados com o anestésico inalatorio Isoflurano e decapitados. Para a analise
dos parametros de estresse oxidativo utilizou-se amostras de hipocampo, coértex e
estriado direito e para a quantificacdo de proteinas utilizou-se amostras do
hipocampo direito. ApGs a coleta, as amostras foram imediatamente armazenadas a

-80°C. O numero de animais usados para este experimento é de 4-7 por grupo.

4.8.1 Medida de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBA-RS)

A medida de niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS)
foi realizada de acordo com o método de Yagi como algumas modificacdes. Utilizou-
se 100uL de sobrenadante de tecido encefalico contendo 0,3mg de proteina,
adicionados a 200uL de TCA 10%. Apo6s centrifugacdo, 300uL do sobrenadante
foram tratados com acido tiobarbitarico 0,67% na proporcéo de 1:1. Esta mistura foi
levada a um banho fervente durante 1 hora e, apds, resfriada em &gua a
temperatura ambiente. A coloracdo rosea resultante foi extraida com 400uL de
butanol. A fluorescéncia da fase organica foi medida em um comprimento de onda
de excitacdo de 515nm e emissdo de 553nm. Concomitantemente, foi feita uma
curva de calibracdo usando 1, 1, 3, 3 — tetrametoxipropano, na qual todos os pontos
foram tratados da mesma forma que as amostras. Os resultados foram expressos

como nmol TBA-RS/mg de proteina (Yagi et al., 1998)

4.8.2 Medida das Concentracdes de Glutationa Reduzida (GSH)

As concentragbes de GSH foram determinadas através do método descrito
por Browne e Armstrong. As amostras foram diluidas em 10 volumes de tampao
fosfato de sédio, pH 8,0, contendo EDTA 5 mM. Adicionou-se 100 pL dessa

preparacdo 100 pL de o-ftaldialdeido (1 mg/mL preparado em metanol) e a mistura
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foi incubada durante 15 min a temperatura ambiente e posteriormente lida em
espectrofluorimetro a 350 nm (excitacdo) e 420 nm (emisséo). As concentracdes de
GSH foram calculadas a partir de uma curva padrdo de GSH (0,001 — 1 mM) como

nmol/mg de proteina (Browne et al., 1998)

4.8.3 Medida da Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida mediante a utilizacdo do Kit Randox. O
método baseia-se na formacdo do vermelho de formazan através da reacdo do
anion superoxido (produzido no meio a partir de um sistema xantina-xantina oxidase)
e do cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazélio gerando um complexo
rosa que € lido a 505 nm. A inibicdo de formacédo do cromogeno sera proporcional a

atividade da SOD (Marklund et al., 1985).

4.8.4 Medida da Atividade de Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel e utilizou-se
hidroperoxido de tert-butila como substrato. Em cubeta de quartzo foram
adicionados os seguintes reagentes: 600uL de tampao fosfato de potassio 100mM,
pH 7,0, contendo EDTA 1mM, 10uL de azida sodica 40mM, 15uL de glutationa
100mM, 15uL de glutationa redutase 10U/mL, 10uL de NADPH 10mM e 10uL de
amostra (0,1 — 0,3ug de proteina). Esta mistura foi incubada a 25°C durante 1
minuto, a fim de estabilizar o meio, e apds foram adicionados 50uL de hidroperdxido
de tert-butila 10mM para iniciar a reacdo. Os brancos seréao preparados substituindo
a amostra por tampao fosfato. A queda da absorbéancia a 340nm foi acompanhada
durante 240 segundos e a atividade da GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extingdo do NADPH a 340nm de 6,2mM-1 cm-1. A atividade da GPx foi calculada

como U/mg de proteina (1U = 1 umol NADPH consumido/min) (Wendel et al., 1981)
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4.8.5 Quantificagdo de Interleucinas

Determinou-se os niveis de IL-1B e IL-10 por meio da técnica de Western
Blotting previamente descrita. Inicialmente, o tecido foi homogeneizado e
determinada a concentracdo de proteinas. Para este experimento, utilizou-se uma
concentracdo de proteinas equivalentes entre as amostras (40 ug de proteinas
totais) para a corrida no NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gels. Logo apos a eletroforese,
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, as quais foram
bloqueadas por 2 horas e incubadas overnight, na temperatura de 4°C, com o
anticorpo primario. Anti-IL-1B (1:1000, Abcam), Anti-IL-10 (1:1000, Abcam) e Anti-a-
Tubulina (1:2000, Sigma-Aldrich). As membranas foram lavadas com T-TBS (por 4
vezes/5 min) e incubado com anticorpo secundario (Anti-Rabbit ou Anti-Mouse na
concentracdo de 1:1000) por 2 horas em temperatura ambiente (22°C % 2). As
proteinas foram detectadas através de quimiluminescéncia com o auxilio do
fotodocumentador GE-LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences). Os dados
guantificados como a razdo entre a densidade Optica da proteina de interesse e a-
Tubulina no mesmo blot. Os resultados estdo expressos como porcentagem em

relacdo ao grupo controle (Sham+Sal) (Duran-Carabali et al, 2018).

4.9 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo Modelo Linear Generalizado executado
pelo software SPSS-21. Foram considerados como fatores fixos a leséo (sham ou
HI) e o tratamento (EPT ou salina). A normalidade dos dados foi avaliada por meio
de Kolmogorov-Smirnov. Os dados obtidos nos testes comportamentais (campo
aberto, labirinto em cruz elevado e probe do teste do labirinto aquatico de Morris),
analises bioquimicas e histoldgicas foram analisadas por meio de uma ANOVA de
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uma via, seguida pelo teste de comparacdes multiplas Tukey. ANOVA de medidas
repetidas foi usada para avaliar os resultados da fase de aquisicdo do labirinto
aguatico de Morris. Uma vez que um efeito principal ou uma interacéo entre fatores
foi encontrado, o teste post-hoc Tukey foi usado para comparar as diferencas entre
grupos. Significancia foi aceita sempre que P<0,05. Os dados sao expressos como
médias + erro padrdo. As diferencas significativas consideradas relevantes e
discutidas foram: Diferencas entre animais HI+Sal e grupo de controle (Sham+Sal);
Diferencas entre animais HI+EPT e seu grupo controle (Sham+EPT); Diferencas
entre animais HI+Sal e HI+EPT. O nimero de animais estimado para cada técnica

foi baseado em estudos prévios com metodologia similar.
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5. Resultados

5.1 Avaliagdo Comportamental

5.1.1 Andlise do Teste do Campo Aberto

A andlise do teste do campo aberto néo revelou diferencas significativas no
tempo em que os animais permaneceram na zona central (F,44) = 1,166, p=0,3333)
ou na periférica (Fs44) = 1,092, p=0,3626). Entretanto, os animais do grupo HI+Sal
apresentaram maior niumero de cruzamentos entre os quadrantes (F,44) = 8,501,
p=0,0001) quando comparados aos animais Sham+Sal, os animais do grupo
HI+EPT ndo demonstraram diferengas significativas no nimero de cruzamentos em
comparacao aos demais grupos (Figura-3). Esses dados sugerem que o modelo de
HI induz uma hiperlocomocéo nos animais e este comportamento foi prevenido pela

administracao do EPT.
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Figura 3 — Andlise do Campo Aberto. A) Tempo de permanéncia dos animais na zona central. B)
Tempo de permanéncia na zona periférica. C) Nimero de cruzamentos entre os quadrantes. Dados
analisados por ANOVA de uma via seguido por Tukey. (n=10-14 animais por grupo). Dados
expressos por médias + erro padrédo. Diferenca aceita quando p< 0,05 *** Comparacéo entre HI+SAL
e Sham+SAL, p<0,0001.
5.1.2 Andlise do Teste do Labirinto em Cruz Elevado

A avaliacdo do teste do labirinto em cruz elevado demonstrou que 0s animais
do grupo HI+Sal permaneceram mais tempo no braco aberto do que os animais
Sham+Sal (F@a44) = 5,689, p=0,0022), os animais do grupo HI+EPT néo
demonstraram diferencas significativas entre os grupos. Além disto, os animais
HI+Sal permaneceram menos tempo no brago fechado do que os animais Sham+Sal
(Fi.a4) = 2,824, p=0,0496), e ndo foram observadas diferengcas entre os animais do
grupo HI+EPT. Os animais HI+Sal apresentaram um maior nimero Rearings quando
comparado com os animais Sham+Sal (F.44) = 5,247, p=0,0035), nesta analise ndo

se observou diferengas entre os animais HI+EPT e os demais grupos. Na contagem
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do numero de Head Deepings foi possivel observar uma tendéncia que os animais
HI+Sal tiveram um maior nimero deste comportamento quando comparado com 0s
animais Sham+Sal, neste parametro os animais do grupo HI+EPT nao diferiram dos
animais dos outros grupos (F@44) = 2,810, p=0,0504) (Figura-4). Este teste sugere
gue os animais HI apresentam um comportamento do tipo-ansioso ao se exporem
por mais tempo nos bracos abertos, bem como um aumento na atividade

exploratéria, sendo o EPT foi capaz de prevenir parcialmente essa alteracéo

comportamental.
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Figura 4 — Andlise Labirinto em Cruz Elevado. A) Tempo que 0s animais permaneceram no brago
aberto expressos em segundos. B) Tempo que 0s animais permaneceram no braco fechado
expressos em segundos. C) Numero de Rearings realizados durante o teste. D) Nimero de Head
Deepings realizados durante o teste. Dados analisados por ANOVA de uma via seguido por Tukey.
(n=10-14 animais por grupo). Dados expressos por médias + erro padrdo * Comparacgao entre aos

animais HI+SAL e Sham+SAL. Diferenca aceita quando p<0,05. * p<0.05 ** p<0,001.
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5.1.3 Analise do Labirinto Aquatico de Morris

A analise de medidas repetidas do labirinto aquatico de Morris revelou que os
animais HI+Sal tiveram seu desempenho cognitivo prejudicado quando comparado
aos animais do grupo Sham+Sal (F@,44) = 23,068, p=0,0004). Os animais Sham+Sal
e Sham+EPT tiveram uma aprendizagem continua durante o treinamento de
encontrar a plataforma, ja os animais HI+Sal apresentaram maior dificuldade nesta
tarefa em relacdo ao grupo Sham+Sal, observada a partir do segundo dia de treino.
No ultimo dia de treino os animais do grupo HI+EPT tiveram um desempenho
similares aos animais dos grupos Sham, porém superior ao animais HI+Sal (F,44) =
8,279, p=0,0002) (Figura-5a). De maneira semelhante, a analise da area sob a curva
do treinamento demonstrou que os animais do grupo HI+Sal gastam mais tempo
para encontrar a plataforma quando comparado aos animais Sham+Sal. Além disto,
0s animais HI+EPT demonstram um aumento da laténcia em relacdo aos animais
Sham+EPT e uma diminuicdo em relacdo aos animais HI+Sal (F@44 = 23,07,
p<0,0001) (Figura-5b). A andlise do Probe indicou que os animais do grupo HI+Sal
tiveram uma laténcia maior em relacdo aos animais Sham+Sal (F44) = 6,463,
p=0,0010) (Figura-5c), ja os animais do grupo HI+EPT né&o apresentaram diferencas
significativas em comparac¢édo aos demais grupos. Estes dados sugerem que a leséo
HI dificulta o processo de aprendizagem e que o EPT foi capaz de manter o nivel de

aquisicdo de novas memorias.
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Figura 5 — Analise do treinamento do Labirinto Aquatico de Morris. A) Curva de aprendizagem
durante os cinco dias de treinamento. Dados analisados por ANOVA medidas repetidas. B)
Performance geral dos animais expressos em area sob a curva de aprendizagem. C) Laténcia ao
cruzar pela primeira vez a area da plataforma durante o probe trial. Dados expressos por médias +
erro padrdo. Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas e ANOVA de uma via seguido por
Tukey, (n=10-14 animais por grupo). * Comparacgao entre HI+SAL e Sham+SAL. # Comparacgéo entre

HI+EPT e HI+Sal. * # Diferenca aceita quando p<0,05. *** p<0,001.

5.2 Analise do Volume de Leséo

Observou-se a razéo volumétrica entre as estruturas do lado ipsilateral
(direito) e contra-lateral (esquerdo) a lesdao. A analise volumétrica revelou que os
animais do grupo HI+Sal tiveram uma redugdo no hemisfério (F@E2e) = 6,314,
p=0,0023) no hipocampo (Fa31) = 6,032, p=0,0023), no coértex cerebral (F@E31) =
4,634, p=0,0086) e no estriado direito (F,26) = 3,921, p=0,0196) quando comparados
aos animais Sham+Sal, no entanto, os animais HI+EPT n&o expressaram diferencas
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significativas em comparacao aos demais grupos, indicando que o EPT foi capaz de

induzir uma protecéo tecidual nos animais submetidos a HI. (Figura-6).
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Figura 6 — Andlise Volumétrica. Dados dos animais Sham estdo representados pela linha pontilhada.
A) Relacdo volumétrica entre o hipocampo direito pelo esquerdo. B) Relacdo volumétrica entre o
cértex cerebral direito pelo esquerdo. C) Relacao volumétrica entre o estriado direito pelo esquerdo.
D) Relagédo volumétrica entre o hemisfério direito pelo esquerdo. F) Imagens representativas de
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de animais adultos. Dados expressos por médias + erro padrdo. (n=8 animais por grupo). Dados
analisados por ANOVA de uma via seguido por Tukey. * Comparacdo entre HI+SAL e Sham+SAL. *

Diferenca aceita quando p<0,05. ** p<0,001.
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5.3 Parametros Bioquimicos

5.3.1 Quantificacao de Substancias Reativas ao TBA-RS (Malondialdeido)

A gquantificagdo dos niveis de malondialdeido (MDA) no hipocampo revelou
um aumento na oxidacdo de lipideos nos animais do grupo HI+SAL em comparacao
aos animais Sham+SAL (F@17) = 15,81 p<0,0001), além disto os animais do grupo
HI+EPT apresentaram reducdo na lipoperoxidagdo em comparagcdo ao grupo
HI+SAL (p=0,0200). A avaliagdo dos niveis de MDA no cértex cerebral demonstrou
que os animais do grupo HI+SAL apresentaram maior lipoperoxidacdo que 0s
animais Sham+SAL (F@ie) = 5,733, p=0,0073), e ndo houveram diferencas
significativas no grupo HI+EPT quando comparado com os demais grupos. A
avaliacdo dos niveis de MDA no estriado ndo demonstrou diferengas significativas
entre os grupos (F@,16) = 0,1257, p=0,9435) (Figura-7). Esses achados sugerem que
a HI causa danos aos lipideos no hipocampo e cértex cerebral, contudo, o EPT

preveniu a lipoperoxidacao nessas estruturas.
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Figura 7 — Medida de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBA-RS). A) Quantificacdo dos
niveis de MDA no hipocampo. B) Quantificacdo dos niveis de MDA no cortex cerebral. C)
Quantificacao dos niveis de MDA no estriado. Dados expressos por médias + erro padrao. (n=4-5
animais por grupo). Dados analisados por ANOVA de uma via seguido por Tukey. * Comparacao
entre HI+SAL e Sham+SAL. # Comparacdo entre HI+EPT e HI+Sal. * # Diferenca aceita quando
p<0,05. *** p<0,0001.
5.3.2 Quantificacdo dos Niveis de Glutationa Reduzida

A guantificacdo dos niveis de GSH no hipocampo demonstrou que 0s animais
HI+Sal apresentaram uma reducéo significativa desta molécula em relagdo ao grupo
Sham+Sal, além disso, os animais HI+EPT apresentaram um aumento significativo
guando comparado aos animais HI+Sal (F@3,19 = 30,62, p=0,0001). A dosagem de
GSH no cortex cerebral revelou que os animais do grupo HI+SAL e HI+EPT tiveram

uma diminui¢do significativa quando comparado com seus respectivos Sham (Fs,15)

= 11,27, p=0,0004). A concentragédo de GSH no estriado ndo apresentou diferengas
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significativas entre os grupos (F@.16 = 0,1748, p=0,9119) (Figura-8). Esses dados
indicam que houve maior neutralizacdo de EROs pela GSH nos animais HI, e que os

animais HI+EPT tiveram menor producdo de espécies reativas.
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Figura 8 - Quantificacdo dos Niveis de Glutationa Reduzida. A) Dosagem dos niveis de GSH no
hipocampo. B) Dosagem dos niveis de GSH no cdrtex cerebral. C) Dosagem dos niveis de GSH no
estriado. Dados expressos por médias * erro padrdo. (n=5-7 animais por grupo) Dados analisados
por ANOVA de uma via seguido por Tukey. * Comparacgéo entre HI+SAL e Sham+SAL. # Comparacao

entre HI+EPT e HI+SAL. ** /# Diferencga aceita quando p<0,001. *** /## n<0,0001.

5.3.3 Anédlise da Atividade da Superéxido Dismutase

A atividade da enzima antioxidante superdoxido dismutase (SOD) néao
apresentou alteragcbes significativas entre os grupos quando investigada no
hipocampo (F,200 = 0,9650, p=0,4286), cortex cerebral (F@g,15 = 2,115, p=0,1412) e

no estriado (F@,15 = 0,4790, p=0,7017) (Figura-9).
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Figura 9 — Medida da Atividade da Superoxido Dismutase. A) Atividade da SOD medida no
hipocampo. B) Atividade da SOD medida no cértex cerebral. C) Atividade da SOD medida no
estriado. Dados expressos por médias * erro padréo. (n=4-7 animais por grupo). Dados analisados

por ANOVA de uma via seguido por Tukey. Diferenca minima aceita quando p<0,05.

5.3.4 Analise da Atividade da Glutationa Peroxidase

A determinacdo da atividade da enzima antioxidante lgutationa peroxidase
(GPx) no hipocampo apresentou um aumento significativo nos animais do grupo
HI+Sal quando comparados aos animais do grupo Sham+Sal, no entanto, 0s
animais do grupo HI+EPT apresentaram diminuicdo da atividade enzimatica quando
comparado aos animais HI+Sal (Fsis) = 12,79, p=0,0002). A mensuracdo da
atividade da GPx no cortex cerebral demonstrou um aumento nos animais do grupo
HI+Sal em relacdo aos animais Sham+Sal, os animais HI+EPT apresentaram uma
reducdo quando comparado aos animais HI+Sal (F@ie = 17,09 p<0,0001). A

determinacao da atividade da GPx no estriado foi significativamente aumentada nos
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animais do grupo HI+Sal comparado com os animais Sham+Sal (F@3,15 = 8,222
p=0,0018), os animais HI+EPT ndo apresentaram diferencas significativas entre os

grupos (Figura-10).
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Figura 10 — Medida da Atividade da Glutationa Peroxidase. A) Atividade da GPx medida no
hipocampo. B) Atividade da GPx medida no coértex cerebral. C) Atividade da GPx medida no estriado.
Dados expressos por médias * erro padréo. (n=4-6 animais por grupo). Dados analisados por ANOVA
de uma via seguido por Tukey. * Comparacdo entre HI+SAL e Sham+SAL. # Comparagdo entre

HI+EPT e HI+Sal. * # Diferenca aceita quando p<0,05. ** p<0,001. *** /## p<0,0001.

5.4 Quantificacao de Interleucinas

A quantificacdo dos niveis de IL-18 no hipocampo revela que os animais do
grupo HI+Sal tiveram uma produgdo mais acentuada desta interleucina em
comparagao aos animais do grupo Sham+Sal (F@,13) = 3,800 p=0,0372), os animais
do grupo HI+EPT n&o apresentaram diferencas significativas quando comparados

aos demais animais. A andlise da quantificacdo dos niveis de IL-10 no hipocampo
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nao apresentou alteracdes significativas entre os grupos (F,14) = 0,3567 p=0,7851)

(Figura-11).
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Figura 11 — Quantificacdo do imunocontetddo de proteinas do hipocampo. A) Niveis de Interleucina-

18. B) Niveis de Interleucina-10. C) Imagem representativa do blot de IL-18. D) Imagem
representativa do blot de IL-10. Dados expressos por médias + erro padrdo. (n=4-5 animais por
grupo). Dados analisados por ANOVA de uma via seguido por Tukey. * Comparacdo entre HI+Sal e

Sham+Sal. * Diferenca aceita quando p<0,05.
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6. Discussao

Esse trabalho investigou os efeitos da administracdo do EPT ap0s a inducéo
do modelo de HI neonatal. Observamos que o0s animais que sofreram Hi
demonstraram, na idade adulta, prejuizos relacionados a memdria espacial de
referéncia, comportamentos do tipo-ansioso e aumento da locomocédo. Contudo,
agueles animais que foram submetidos a HI e receberam a administracdo i.p. do
EPT ndo apresentaram os deficits cognitivos, motores e comportamentais,
evidenciando assim o efeito neuroprotetor do EPT sobre os parametros
comportamentais analisados. Além disto, a administracdo do EPT promoveu efeitos
benéficos sobre a preservacdo ao dano tecidual causado pela lesdo hipoxico-
isquémica as estruturas encefélicas, principalmente o hipocampo ipsilateral a
oclusdo da carétida, regido que é amplamente reconhecida como a mais afetada no
modelo de HI neonatal (Sanches et al.,, 2013). No contexto pré-oxidante e
neuroinflamatério mediado pela HI, o EPT demonstrou potencial em prevenir os
efeitos deletérios da HI sobre o desequilibrio redox e a inflamacédo. Este trabalho
demonstra pela primeira vez o potencial efeito neuroprotetor do extrato de Plinia

trunciflora em ratos Wistar submetidos a Hl neonatal.

Animais HI apresentam déficits de aprendizagem e comportamentos do tipo-ansioso

e hiperlocomogéo

O teste do campo aberto é conhecido por avaliar a atividade locomotora e
exploratéria dos animais (Duran-Carabali et al., 2019). No presente trabalho, ndo foi
evidenciado alteracdo no tempo de permanecia na zona periférica ou central.
Entretanto, os animais HI realizaram um maior nimero cruzamentos entre 0s

guadrantes, evidenciando um aumento na atividade locomotora (Arteni et al., 2010).
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O comportamento do tipo-ansioso pode ser analisado através do teste do labirinto
em cruz elevado (Sanches et al., 2013). Neste teste vimos que 0s animais
submetidos a HI permaneceram a maior parte do tempo no braco aberto do aparato,
realizaram um maior nimero de movimentos exploratdrios verticais (rearings e head
deepings) que os animais do grupo controle. O aumento da atividade locomotora
espontanea em ambientes novos € um comportamento natural dos roedores, que
requer circuitos neuronais complexos para execucao deste comportamento (Arteni et
al., 2010; Sanches et al., 2012). Nos roedores, este comportamento € controlado por
regides do hemisfério direito e alteragcbes comportamentais como as observadas nos
animais HI, podem estar relacionadas a danos estruturais a integralidade destas

areas cerebrais, principalmente cértex pré-frontal e estriado (Afonso et al., 1993;

Sullivan and Gratton, 2002).

Confirmando nossos achados, Sanches et al. (2013) demonstrou o efeito do
comportamento tipo-ansioso em animais submetidos a HI no DPN3, quando a
avaliacdo no labirinto em cruz elevado foi realizada no DPN60. E Arteni et al. (2010)
observou que ratos machos submetidos & HI no DPN7 apresentam aumento dos
niveis de ansiedade na idade adulta (DPN90). Uma possivel explicacdo sobre este
efeito envolve o sistema dopaminérgico que € afetado pela HI, e causa uma reducédo
na ativacdo dos receptores D2 no estriado (Filloux et al., 1996). Sabe-se que o
controle inibitério tbnico exercido pelo cortex pré-frontal na hiperlocomocédo é
induzido por agonistas dopaminérgicos, estimulados principalmente por receptores
semelhantes aos D2 (Arteni et al., 2010; Sanches et al., 2015). Desta forma, nossos
dados sugerem que a HI gera alteracéo de tonus inibitério realizado pelo cortex pré-

frontal sobre as estruturas subcorticais, como o estriado, que potencialmente levam
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ao aumento da locomocao e atitudes impulsivas em um ambiente novo, excedendo

o comportamento defensivo inato dos roedores.

O EPT demonstrou uma reducédo no tempo de permanéncia dos animais Hl
nos bragcos abertos e manifestacdes exploratOrias verticais, 0 que sugere um
possivel efeito ansiolitico. Sacchet e colaboradores (2015) demonstraram que o EPT
pode conter agentes que apresentam propriedades ansioliticas que podem estar
relacionados com a melhora da ansiedade de animais submetidos a situacdo de

estresse.

Os prejuizos na memaria espacial de referéncia causados pela HI j4 estdo
bem consolidados na literatura (Duran-Carabali et al., 2019; Sanches et al., 2015). O
labirinto aquatico de Morris € um teste que avalia este tipo de memaoria, em Nosso
estudo observamos gue o0s animais submetidos a HI apresentaram um desempenho
inferior aos animais controle (Sham), sendo assim, eles demonstraram maior
dificuldade para encontrar a plataforma submersa no decorrer do treinamento e
também no probe trial. Além do mais, os animais HI que receberam EPT
apresentaram uma laténcia para encontrar a plataforma menor que os animais Hl
que ndo receberam EPT durante o treinamento, porém, quando analisarmos a area
sob a curva (ASC) observamos que os animais do grupo HI+EPT apresentaram
diferencas significativas para o grupo HI+Sal e também para o grupo Sham+Sal,
sugerindo que o EPT foi parcialmente eficaz na prevengdo dos prejuizos

relacionados a aprendizagem.

De acordo com Sanches (2015) e Duran-Carabali (2019) os déficits na
memoria causados pela HI estdo correlacionados principalmente com a perda

tecidual do hipocampo, além de outras regides encefalicas como o cortex pré-frontal
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e 0 corpo caloso (Jin et al., 2009). Esta muito bem esclarecido que o hipocampo é
uma das principais estruturas relacionadas ao processo de aprendizagem e uma
lesdo neuronal neste local desencaia um declinio cognitivo (Pereira et al., 2007).
Neste estudo nds observamos uma diminuicdo do hipocampo dos animais HI+Sal e
também uma preservacao desta estrutura nos animais HI+EPT, o que explicaria os

resultados encontrados.

Os danos histolégicos observados em animais HI foram prevenidos pelo EPT

Diversas estruturas encefalicas podem ser afetadas pela HI, entretanto neste
modelo experimental ndo € possivel determinar qual serd a extensdo e o grau de
severidade da lesdo encefélica, pois variados fatores podem interferir na plasticidade
e neurogénese, o que alteraria o grau de lesdo (Arteni et al., 2010; Duran-Carabali et
al.,, 2019; Sanches et al, 2012). No presente estudo observamos o
comprometimento de algumas regides que puderam ser detectadas na idade adulta
por meio da analise volumétrica da relacéo ipsilateral/contralateral a carétida ocluida.
Observamos que a HI causa atrofia unilateral ao hemisfério, cértex, estriado e
hipocampo. Ademais, o tratamento com EPT foi capaz de preservar o tecido nervoso
da lesé@o Hl, isto se reflete na melhor performance nos testes comportamentais do
grupo HI+EPT quando comparado aos animais HI+Sal. Outros estudos utilizando
extratos vegetais como forma de tratamento para a HI também demonstraram que
sédo capazes de reduzir os danos teciduais quando administrados apés a HI, como

por exemplo o extrato de alcaldides de Huperzia quadrifarita (Odorcyk et al., 2017).

E bem fundamentado que os danos teciduais decorrentes da HI estfo
relacionados ao aumento da ativacdo das vias de morte celular, como apoptose e

necrose, além do aumento da resposta inflamatoria e da producdo de EROs que
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podem contribuir para a severidade da lesdo (Davidson et al., 2015). Os eventos
fisiopatoldgicos da HI se originam a partir da falha metabdlica causada pela restricao
do fluxo sanguineo para o tecido nervoso (Davidson et al., 2015). De alguma forma,
ainda ndo bem esclarecida, o EPT foi capaz de atuar esta cascata bioquimica que
ocorre apO6s o insulto.Uma das hipdteses esta relacionada com a atividade
mitocondrial, em um estudo in vitro o extrato produzido a partir da casca de P.
trunciflora foi capaz de manter a funcdo mitocondrial minimizando o ataque de

espécies reativas a fibroblastos (Calloni et al., 2015).

O EPT previne a liberacdo de interleucinas pré-inflamatérias em ratos submetidos a

HI

A neuroinflamacdo € uma caracteristica presente no quadro pés-HI, assim
como sao o recrutamento de células de defesa periféricas, ativacdo dos macréfagos
locais (microglia) e dos astrocitos (Zhao et al.,, 2013). Além dos mecanismos
descritos, neur6nios lesados produzem varias citocinas, incluindo interleucinas (IL-1,
IL-6, IL-8, IL-10) e TNF-a, que ativam a resposta inflamatéria e desencadeiam
processos bioquimicos que levam a falha de energia secundaria e a morte de
células neuronais (Albrecht et al., 2019). A falha energética secundaria ocorre entre
6 a 48 horas apés a HI, gerando um prolongamento dos processos de necrose e
apoptose podendo perdurar por dias ou até semanas apés a lesédo (Albrecht et al.,

2019).

Na quantificacdo dos imunoconteddos de interleucinas no hipocampo
ipsilateral, observamos que a HI causa um aumento da IL-18 enquanto o extrato
mantém atenuado os niveis desta interleucina. Conforme descrito por Albrecht et al.,

(2019) a HI gera um aumento da liberacéo desta interleucina frente a leséo causada
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aos neurdnios. Dentre os compostos identificados no extrato metandlico da
jabuticaba (P. cauliflora) liofilizado, destaca-se o composto flavonoide quercetina.
Embora este composto ainda ndo tenha sido identificado na P. trunciflora, podemos
sugerir que algum composto semelhante ou que desempenhe os mesmos efeitos
anti-inflamatoérios esteja presente no EPT, como 0s encontrados em tratamentos
usando quercetina, ou resveratrol os quais causam uma supresséao de IL-183, IL-6 e
também TNF-a em animais submetidos a HI (Le et al., 2019; Wu et al., 2019). Além
disto, animais lesados e que receberam pré-tratamento com pterostilbeno
apresentaram uma diminuicdo significativa na pontuacdo neurologica, além de
melhorar o comprometimento da memdéria de trabalho e o déficit motor (Li et al.,
2016). Estes efeitos neuroprotetores foram acompanhados da inibicdo da apoptose
e diminuicdo da expresséao de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) e dos

fatores de transcricdo (p-65 e NF-a) na regido CA1 do hipocampo (Li et al., 2016).

Neste estudo, também observamos que os niveis de IL-10 estdo levemente
diminuidos nos animais HI, embora este dado ndo seja significativo, podemos
salientar que esta interleucina anti-inflamatoéria ndo é modulada pelo EPT. Nossos
dados sugerem que a HIl aumenta a resposta inflamatéria frente ao insulto celular e

que o EPT é capaz de prevenir estes danos e limitar a producéo de IL-1pB.

O EPT previne os danos causados pelas espécies reativas no cortex e hipocampo

O encéfalo utiliza cerca de 20% do oxigénio consumido pelo organismo, 0 que
indica alta atividade oxidativa. Além disto, o tecido neurolégico tem alto conteudo de
acidos graxos poli-insaturados, o que significa que este tecido é mais suscetivel a
lipoperoxidagao (Li et al.,, 2002). Neste estudo observamos que a HIl aumenta os

niveis de lipoperoxidacdo no hipocampo e cortex cerebral, ocasionando a geracao
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de aldeidos e alcanos potencialmente nocivos, que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBA-RS). Contudo, verificamos que o EPT foi capaz de prevenir estes
danos aos lipideos no cortex cerebral e atenuar este efeito principalmente no

hipocampo.

A peroxidacdo de acidos graxos insaturados de fosfolipidios das membranas
plasmaticas pode resultar em significativa perda da integridade da membrana, sendo
este um dos efeitos mais importantes dos danos oxidativos (Mavelli et al., 1982).
Além disto, alteracdes na oxidacdo de aminoacidos geram efeitos importantes nas
funcdes celulares, pois proteinas oxidadas perdem sua atividade biologica e se
tornam sensiveis a protedlise (Stadtman, 1990). Conforme observado por Odorcky
(2020) ratos submetidos a HI sdo mais suscetiveis ao dano lipidico, causado pelo
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio em virtude da falha
mitocondrial. Contudo, autores descrevem que a P. trunciflora € capaz de prevenir o
dano aos lipidios e as proteinas em ratos diabéticos, desempenhando uma

importante fung&o antioxidante (Calloni et al., 2020; Sacchet et al., 2015).

Na HI observa-se o inchamento mitocondrial e perda do potencial de
membrana mitocondrial, estes processos patolégicos sdo classicos em eventos
hipoxicos e/ou isquémicos (Odorcyk et al., 2021). Isto ocorre pelo aumento da
concentracdo de Ca?* intracelular decorrente das despolarizaces excessivas dos
neurdénios e da falha de bomba de Na* - K* ATPase (Sanderson et al., 2013). Este
mecanismo patologico leva a uma falha metabdlica com diminuicdo da producao de
ATP e o aumento de espécies reativas de oxigénio (Davidson et al., 2015;

Sanderson et al., 2013).
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As avaliacdes dos parametros oxidativos revelaram que nao houve alteracao
na atividade da enzima SOD no hipocampo, no coértex e no estriado ipsilateral a
lesdo. A funcdo desta enzima é eliminar o anion superoxido através da reacdo de
dismutacdo dessa ERO em peroxido de hidrogénio. Entretanto, provavelmente a
atividade desta enzima esteja alterada em outros tempos de avaliacdo, como visto
por Pereira et al. (2009) que demonstrou que a atividade da SOD esta aumentada

na idade adulta, o que demonstra o padrdo complexo da atividade dessa enzima.

Por outro lado, observamos que a atividade da enzima GPx esta aumentada
nos animais Hl e que o EPT foi capaz de prevenir esse efeito no hipocampo e
parcialmente no cértex cerebral. Da mesma forma observamos que a concentracao
da molécula antioxidante GSH esta reduzida no hipocampo e cortex cerebral dos
animais HIl e normalizada nos animais que receberam o EPT. O aumento da
producdo de EROs causado pela HI, aumenta a atividade da enzima antioxidante
GPx para suprir a necessidade de converter peréxido de hidrogénio a agua,
oxidando a GSH ao seu correspondente dissulfeto (GSSG). Além do mais, ha relatos
que EPT tem funcdo antioxidante, porém este mecanismo ainda ndo é bem

elucidado (Calloni et al., 2015; Sacchet et al., 2015).

Integrando os resultados acima discutidos, sugerimos a que perda neuronal
causada pela HI € mediada principalmente pelos déficits energéticos e alteracdes
moleculares decorrentes da falta do suprimento de oxigénio e glicose; e que a morte
de neurdnios se reflete em alteracdes na morfologia das estruturas encefalicas e
prejudica o funcionamento do SNC. O EPT foi capaz de proteger os neurbnios do

ataque de espécies reativa e essa neuroprotecdo contribuiu para a sobrevivéncia
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celular e integridade tecidual, fatores importantes para um melhor prognostico

funcional apds insultos neonatais como a Hil.
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7. Concluséo

Embora os mecanismos de neuroprotecdo promovidos pelo EPT ainda sejam
pouco conhecidos, as evidéncias apresentadas neste trabalho somadas as
informacBes ja descritas na literatura sugerem que 0s compostos bioativos
identificados na P. trunciflora, como as antocianinas, podem ser responsaveis pelos
efeitos benéficos do extrato pelo seu potencial antioxidante (Aparecida De Assis et
al., 2009; Calloni et al., 2015). Neste estudo observamos 0s prejuizos cognitivos,
histol6gicos e bioquimicos causados pela HI, os quais foram majoritariamente
prevenidos pelo EPT, indicando que a P. trunciflora apresenta grande potencial
neuroprotetor. Novos estudos sdo necessarios para desvendar 0s possiveis

mecanismos de acao dos componentes bioativos da P. trunciflora.
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