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1. INTRODUCAO

A deméncia decorrente da doenca de Alzheimer (DA) envolve alteracbes
nos aspectos cognitivo, funcional e comportamental do individuo, sendo o seu
diagndstico basicamente clinico. A principal caracteristica neuropatoldgica da DA
€ a presenca de placas senis compostas por peptideo B-amiloide e emaranhados
neurofibrilares derivados da agregacao de microtubulos associados a proteina tau
(IQBAL et al., 2014).

Nenhum tratamento disponivel hoje atua nos eventos moleculares centrais
da DA. Estudos na literatura tem abordado o potencial terapéutico dos
nutracéuticos em patologias do sistema nervoso central. O uso de antioxidantes
naturais pode atuar como forma alternativa, uma vez que o estresse oxidativo
parece possuir um papel importante na fisiopatologia da doenca (QIN et al.,
2013). Dentre estes compostos naturais, as antocianinas apresentam uma
potente atividade antioxidante, o que pode contribuir para a sua atividade
neuroprotetora, modulando a progressao da DA (BADSHAH et al., 2015).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito neuroprotetor de um
extrato rico em antocianinas sobre a perda de memdria e sobre parametros de
estresse oxidativo em cortex cerebral de animais submetidos ao modelo de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer.

2. METODOLOGIA

2.1 Animais

Utilizou-se 40 ratos machos Wistar, com 60 dias de idade (250-300g),
obtidos do Biotério Central da UFPel. Os animais foram mantidos em ambiente
com temperatura controlada (23°Cx1), ciclo de 12 horas claro/escuro, agua e
alimento ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados apds a aprovacgao
pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPel (CEEA 0179).

2.2 Modelo de Deméncia Esporadica do Tipo Alzheimer

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=10): | -
Controle, Il - Antocianinas, Il — Estreptozotocina (STZ), IV - Antocianinas + STZ.
Apos, realizou-se procedimento cirargico para a inducdo da deméncia do tipo
Alzheimer através de injecdo intracerebroventricular (ICV) de STZ. Os animais
dos grupos Il e IV receberam STZ ICV (3 mg/Kg) diluido em tampéo citrato (pH
4,5) e os animais dos grupos | e Il receberam volume equivalente do tampéao
(TIWARY et al., 2009).
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2.3 Tratamento com Antocianinas

Apbs trés dias da cirurgia, iniciou-se o tratamento com extrato rico em
antocianinas extraidas e purificadas da casca da uva e fornecidas pela empresa
Christian Hansen A/S. As antocianinas foram administradas aos grupos Il e IV na
concentracdo de 200 mg/Kg de acordo com estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa (GUTIERRES et al., 2014) e a solucéo salina aos grupos | e Ill. Tanto
as antocianinas quanto a solucéo salina foram administradas por via oral com o
auxilio de uma sonda de gavagem durante 25 dias.

2.4 Caracterizagao Comportamental dos Animais

No vigésimo quarto dia, os animais foram submetidos ao teste de campo
aberto. Vinte e quatro horas apés o teste do campo aberto foi realizado o teste de
reconhecimento de objetos. Apds 12 h, os animais foram submetidos a eutanasia,
e o cortex cerebral foi coletado para posteriores analises bioquimicas.

2.5 Avaliacdo de Parametros de Estresse Oxidativo

O cortex cerebral foi homogeneizado em tampéo fosfato de sodio 20 mM,
contendo 140 mM de KCI (pH 7,4), e centrifugado, para obtencdo do
sobrenadante o qual foi utilizado para a determinagcédo dos seguintes parametros
de estresse oxidativo: substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
segundo método descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990); conteudo tidlico
total de acordo com Aksenov e Markesbery (2001); atividade da catalase (CAT)
segundo método de Aebi (1984); atividade da superdxido dismutase (SOD) de
acordo com Misra e Fridovich (1972); atividade da glutationa peroxidase (GPx)
avaliada através de kit comercial Randox.

2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido do teste de
Bonferroni, considerando diferenca significativa quando P<0,05. Todos os dados
foram expressos em meédia + erro padréao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, ndo foram observadas diferencas significativas no teste do
campo aberto, indicando que nem as antocianinas nem o STZ alteram a
capacidade locomotora dos animais (Figura 1A). Em relacdo ao teste de
reconhecimento de objetos, observou-se que o0 grupo que recebeu apenas STZ
ICV apresentou menor tempo de exploracao do objeto novo em relagéo ao objeto
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Figura 1: Efeito da administracdo das antocianinas em animais submetidos ao modelo de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer em parametros comportamentais. (A) Nimero de
cruzamentos totais no teste de campo aberto. (B) Preferéncia exploratéria no teste de
reconhecimento de objetos. ***P<0,001 comparado ao grupo controle. *P<0,001 quando
comparado ao grupo STZ.
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Esse achado demonstra que o STZ ICV foi capaz de induzir déficit de
memoria de curto prazo nos animais. Por outro lado, o tratamento com
antocianinas atenuou essa disfuncdo mnemonica provocada pelo STZ (Figura
1B).

Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo em coértex cerebral,
observou-se um aumento significativo dos niveis de TBARS no grupo que
recebeu apenas o STZ, indicando peroxidacéo lipidica (Figura 2). A administracao
das antocianinas foi capaz de reduzir o dano no grupo STZ + ANT. Nao se
constatou efeito per se das antocianinas. Em relacéo ao conteddo tidlico total, ndo
foi observada diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 2).
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Figura 2: Efeito do tratamento com antocianinas em animais submetidos ao modelo de deméncia
esporéadica do tipo Alzheimer em pardmetros de estresse oxidativo. *P<0,05 quando comparado
ao grupo controle.

Encontrou-se também uma diminuicdo significativa da atividade das
enzimas CAT, SOD e GPx no grupo que recebeu STZ. As antocianinas foram
capazes de atenuar a reducdo da atividade das enzimas antioxidantes no grupo
STZ + ANT. Novamente, nado foi observado efeito per se das antocianinas (Figura
3).
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Figura 3: Efeito do tratamento com antocianinas em animais submetidos ao modelo de deméncia
esporadica do tipo Alzheimer sobre a atividade de enzimas antioxidantes. *P<0,05; **P<0,01;
x+P<0 001 quando comparado ao grupo controle. ¥ P<0,05; * P<0,001 quando comparado ao
grupo STZ.

Sabe-se que o tecido cerebral apresenta alta vulnerabilidade ao dano
oxidativo, uma vez que o mesmo utiliza grande quantidade de oxigénio como
fonte energética e possui baixos niveis de enzimas antioxidantes, especialmente
durante o envelhecimento. Além disso, apresenta membranas celulares ricas em
acidos graxos poli-insaturados que sdo muito vulneraveis as espécies reativas de
oxigénio, levando a perda da sua integridade com consequente disfuncdo e morte
neuronal (MANSOURI et al., 2013). Assim, as antocianinas, em virtude de sua
alta capacidade antioxidante, sdo compostos promissores na neuroprotecao
(MIGUEL, 2011).
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4. CONCLUSOES

Esses resultados indicam que a injecdo ICV de STZ foi capaz de alterar a
memoria de curto prazo dos animais e de promover dano oxidativo no cortex
cerebral. Além disso, o tratamento com extrato rico em antocianinas atenuou o
déficit de memodria e o estresse oxidativo. No entanto, mais estudos séo
necessarios para o esclarecimento dos mecanismos de a¢éo envolvidos.
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