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1. INTRODUCAO

As antocianinas pertencem a familia dos flavondides, que apresentam
grupos fendlicos em sua estrutura quimica e estdo presentes em uma grande
variedade de flores e frutos. As antocianinas possuem potentes acodes
antioxidantes com propriedades scavengers de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Além disso, tem sido
demonstrado que estas moléculas possuem efeitos benéficos na memoria e
cognicdo e sdo capazes de modular a atividade de enzimas do sistema nervoso
central (KAHKONEN, 2003; SHIB et al., 2010; GUTIERRES et al., 2014).

A Na*,K*-ATPase é uma enzima ligada a membrana sendo essencial para
a manutencao do equilibrio ibnico dos neurénios por regular a entrada de K* e a
saida de Na* das células (ARNAIZ & ORDIERES, 2014). Alteracdes na atividade
desta enzima podem afetar diretamente a transmissao sinaptica, a plasticidade
neuronal e o processo de aprendizado e memadria (PETRUSHANKO et al., 2016).

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia em
idosos sendo caracterizada por um progressivo e irreversivel declinio em varias
funcdes intelectuais. As principais caracteristicas neuropatolégicas incluem
deposicao extracelular de placas formadas pelo peptideo B-amiloide e o acumulo
intracelular de emaranhados neurofibrilares compostos pela proteina tau
hiperfosforilada. Além disso, dados da literatura tem demonstrado que outros
fatores também estdo associados a patogénese da DA como o estresse oxidativo,
a neuroinflamagéao, disfuncdo da Na*,K*- ATPase e anormalidades do
metabolismo da glicose (ARNAIZ & ORDIERES, 2014). A injecao
intracerebroventricular de estreptozotocina em ratos vem sendo utilizada para
induzir deméncia esporadica do tipo Alzheimer, uma vez que esta condi¢ao
experimental mimetiza muitos processos patolégicos presentes nesta doenca
como disfuncdes no metabolismo da glicose e energia cerebral e déficits
progressivos em aprendizagem e memoria (HOYER, 2004; AWASTHI et al.,
2010).

Considerando que DA é a patologia neurodegenerativa mais prevalente em
todo o mundo e que as antocianinas possuem propriedades antioxidantes,
neuroprotetoras e ansioliticas, o objetivo do presente estudo foi avaliar se o pré
tratamento com estes compostos naturais tem a capacidade de prevenir déficits
de memodria e alteracfes na atividade da Na*, K*-ATPase em hipocampo e cortex
cerebral de ratos submetidos a um modelo de deméncia esporadica do tipo
Alzheimer.
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2. METODOLOGIA

2.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos wistar machos adultos (350-400 g) os quais
foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). Durante todo o periodo de tratamento os animais foram mantidos em
condicbes experimentais controladas e tiveram livre acesso a dieta padrédo e
agua.

2.2 Tratamento com antocianinas e inje¢ao intracerebroventricular de STZ

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: | -
controle, Il - antocianinas (ANT), Il - estreptozotocina (STZ) e IV - antocianinas +
estreptozotocina (ANT +STZ). Os animais dos grupos Il e IV foram primeiramente
tratados com antocianinas (200 mg/kg) por via oral durante sete dias, enquanto os
animais dos grupos | e Ill receberam o volume equivalente de solugao salina. No
altimo dia de tratamento com antocianinas ou salina, os animais foram
anestesiados e o cranio foi perfurado em ambos os lados de acordo com as
coordenadas estereotaxicas para os ventriculos laterais. Os animais dos grupos
Il e IV receberam injecao intracerebroventricular bilateral de STZ (3 mg/Kg)
diluido em tampéo citrato (pH 4,5), colocando-se o volume de 5 uL em cada
ventriculo através de uma seringa de 28-gauge Hamilton® de 10 pL anexada ao
aparato estereotaxico. Os animais dos grupos | e Il receberam pelo mesmo
procedimento o volume equivalente de tampéao citrato.

2.3 Testes comportamentais

Os testes comportamentais iniciaram cinco dias ap0s a injecdo de STZ ou
tampdo citrato nos animais. Primeiramente foi realizado o teste do campo aberto o
qual consiste em avaliar a atividade locomotora dos animais. O aparato do campo
aberto consistiu em uma caixa com o chao dividido em 12 quadrantes iguais. O
namero de quadrantes cruzados em um periodo de 5 minutos foi o parametro
utilizado para avaliar a atividade locomotora dos animais. Este teste foi realizado
para identificar deficiéncias motoras, o que poderia influenciar no desempenho do
teste de esquiva inibitoria.

O teste de esquiva inibitéria avalia memodria e aprendizado através da
aplicacdo de choques elétricos. No treino os animais foram colocados em um
aparelho que consistiu em uma caixa de 25 x 25 x 35 cm com um piso de grade
cuja porcéo esquerda estava coberta por uma plataforma de 7 x 25 cm, 2,5 cm de
altura. O rato foi colocado na plataforma e quando o animal desceu com as quatro
patas na grade, um choque de 0,5 mA de 3 segundos foi aplicado na grade. Vinte
e quatro horas apos a sessao de treino o animal foi novamente colocado na
plataforma e o tempo que o mesmo levou para descer a grade foi registrado e
comparado com o tempo de sessdo de treino. Apds 0s testes comportamentais,
0s animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia e o cortex cerebral e
hipocampo foram removidos para a analises bioquimicas.

2.4 Determinagdo da atividade da enzima Na*, K*-ATPase
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A atividade de Na*, K*-ATPase foi avaliada em cortex cerebral e
hipocampo como descrito por WYSE et al. (2000) e CARVALHO et al. (2012). A
atividade especifica de Na*, K*-ATPase foi calculada subtraindo a atividade
insensivel a ouabaina da atividade geral (na auséncia de ouabaina) e os
resultados foram expressos em nmol de Pi/min/mg de proteina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que ndo houve alteracbes na tarefa
do campo aberto em relacdo ao numero de cruzamentos totais e o nimero de
rearings (levantamentos em duas patas) em nenhum dos grupos analisados. No
teste da esquiva inibitéria foi observado que a injecdo de STZ (3mg/kg) causou
uma diminuicdo da memoria dos animais quando comparado ao grupo controle
(P<0.05), sendo que tratamento com antocianinas por sete dias foi capaz de
prevenir esta alteracao.

Em relagdo a Na*, K*- ATPase foi observado uma redugéo na atividade
desta enzima tanto em hipocampo quanto em coOrtex cerebral em animais
submetidos a um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer (grupo Il1)
quando comparado ao grupo controle (grupo 1) (P<0.05). O tratamento com
antocianinas (200 mg/kg) por sete dias foi capaz de prevenir esta alteragdo em
ambas as estuturas cerebrais nos animais do grupo IV.

Dados da literatura tem demonstrado que uma diminuicdo da atividade e
expressdo da Na*, K*- ATPase pode afetar diretamente a sinalizacdo de
neurotransmissores prejudicando a aprendizagem e a memdéria, bem como o0s
comportamentos de ansiedade em ratos (DOS REIS et al., 2002). Desta forma,
pode-se sugerir que a diminuicdo na atividade da Na*, K*- ATPase observada
neste estudo em cortex cerebral e hipocampo pode estar associada com déficits
de memodria nos animais submetidos a um modelo de experimental da DA. Além
disso, cabe destacar que enzima € sensivel a espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio cujos niveis cerebrais encontram-se elevados neste modelo
experimental (TIWARI et al.,, 2009). Assim, a atividade antioxidante das
antocianinas poderia modular a atividade da Na*, K*- ATPase e este poderia ser
um mecanismo associado com a melhora do memadria nos animais tratados com
estes compostos naturais.

4., CONCLUSOES

O tratamento com antocianinas foi capaz de melhorar a memoéria de animais
submetidos a um modelo de deméncia esporadica do tipo Alzheimer. Um dos
mecanismos envolvidos neste efeito benéfico pode estar associado ao potencial
gue estes compostos naturais tém de modular a atividade da Na*, K*-ATPase em
cortex cerebral e hipocampo, duas regides cerebrais importantes nos processos
de memoria e aprendizagem.
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