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RESUMO

Introducdo: A doenca de Alzheimer (DA) acomete atualmente certa de 30 milhdes de
pessoas ao redor do mundo. Pelo uso limitado dos medicamentos existentes usados para
amenizar os sintomas da doenca ja instalada, muitos autores relatam a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos que atuem no estagio inicial da DA, retardando-a ou,
evitando o seu aparecimento. Objetivo: Por isso 0 presente estudo teve como objetivo
analisar in vivo o efeito profilatico de um composto natural e de facil bioproducéo, a (1-6-p-
D-glucana) lasiodiplodana, frente a um modelo animal de neuroinflamagdo cronica.
Metodologia: 84 ratos wistar machos foram inicialmente alocados em 7 grupos, sendo um
sem tratamento (CT) e os demais tratados com: salina (LPS-SAL e SAL-SAL) ou 05, 10 e 15
mg/kg de lasiodiplodana (LPS-05mg, LPS-10mg, LPS-15mg, SAL-15mg). Apds 30 dias de
tratamento, os animais receberam injecdo intra hipocampal de lipopolissacarideo — LPS
(LPS-SAL, LPS-05mg, LPS-10mg, LPS-15mg) ou salina (SAL-SAL e SAL-15mg). Os animais
do grupo CT ndo sofreram intervencdo cirdrgica. Para avaliar as atividades
locomotora/exploratéria e emocional dos ratos foram utilizados os labirintos de campo
aberto e de cruz elevado, respectivamente. Para avaliacdo de memdria foram utilizados: o
labirinto de campo aberto utilizando a tarefa de reconhecimento de objeto, o labirinto
aquatico de Morris e o labirinto octogonal. Apds avaliacdo comportamental, os animais
foram eutanasiados e seus encéfalos foram retirados para analises de TBARS (espécies
reativas ao &cido tiobarbitdrico) e nitrato/ nitrito. Resultados: Nenhuma diferenca significativa
foi encontrada nas tarefas de controle comportamental entre os grupos. Na avaliacdo de memoria
no labirinto aquatico de Morris nenhum grupo tratado obteve resultado estatisticamente
significativo, porém houve uma tendéncia do grupo LPS-05mg em ser diferente do grupo LPS-
SAL. Na tarefa de reconhecimento de objetos nenhum grupo tratado demonstrou resultados
significativos, porém, houve uma tendéncia do grupo LPS-10mg em ser diferente do grupo LPS-
SAL. O protocolo utilizado no labirinto octogonal ndo foi eficaz para avaliar a memoria dos
ratos do presente estudo. Nas dosagens de TBARS e nitrato/nitrito o Gnico grupo que mostrou-
se significativamente diferente (P<0,01) do grupo LPS-SAL foi o LPS-10mg. Concluséo:
Conclui-se que a dose de 5 mg/kg e 10 mg/kg de lasiodiplodana pode ser capaz de reverter
0 quadro amnésico subsequente ao processo neuroinflamatorio, no se que diz respeito a
memoria associativa e ndo associativa, respectivamente, e a dose de 10 mg/kg é capaz de
amenizar o quadro de estresse oxidativo ocasionado pela neuroinflamacéo.

Palavras-chave: neuroinflamacao, lasiodiplodana, comportamento, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Alzheimer’s disease (AD) reaches 30 million people around the world. By
the limited usage of the existent drugs to treat AD, that only relive the symptoms of it, several
authors report the necessity of developing new compounds that are able to act in the early
stages of AD, delaying it or, avoiding its appearance. Objective: Because of that, this study
aims to analyze the prophylactic effect of a natural compound, (1-6)-B-D-glucan,
lasiodiplodana, over an animal model of a chronic neuroinflammation. Methodology: 84
male wistar rats were allocated in 7 groups, being one receiving no treatment (CT) and the
other receiving: saline (LPS-SAL and SAL-SAL) or 05, 10 and 15 mg/kg of lasiodiplodana
(LPS-05mg, LPS-10mg, LPS-15mg and SAL-15mg). After 30 days of treatment, the animals
received hippocamp injections of lipopolysaccharide — LPS (LPS-SAL, LPS-05mg, LPS-
10mg and LPS-15mg) or saline (SAL-SAL e SAL-15mg). CT group did not pass through any
surgical intervention. The locomotor/ exploratory and emotional activities were analyzed in
open field and elevated plus mazes, respectively. In order to evaluate the memory of the
animals, three tools were utilized: the open field maze with object recognition task, Morris
water maze and the radial maze. After the behavioral tests, euthanasia was made and the
brain of the rats were taken to later analyses of TBARs (thiobarbituric acid reactive
substance) and nitrate/nitrite. Results: No significant difference was found in behavioral
control tests among groups. In Morris water maze task, no group demonstrated significant
results, but LPS-05mg group had a tendency to be different from LPS-SAL group. In the
object recognition test no group showed significant results, however, LPS-10mg group had
a tendency to be different from LPS-SAL group. The protocol utilized in radial maze was
not efficient in evaluating the memory deficit of the rats from present study. In the analyses
of TBARs and nitrate/nitrite the only group that was significantly (P<0.01) different from
LPS-SAL was the one treated with 10 mg/kg of lasiodiplodana (LPS-10mg). Conclusion: It
was concluded that the treatments with 05 mg/kg and 10mg/kg of lasiodiplodana were able
to revert the memory deficit caused by the neuroinflammatory model, concerning associative
and non-associative memories respectively, and the dosage of 10 mg/kg was capable of
relieving the oxidative stress condition triggered by neuroinflammation.

Key-words: neuroinflammation, lasiodiplodana, behavior, oxidative stress.
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1.INTRODUCAO

1.1. A doenga de Alzheimer (DA)

1.1.1.Caracteristicas gerais

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa sem causa e cura
conhecidos que acomete principalmente pessoas idosas. A DA é progressiva e tem como
caracteristica principal a morte das células cerebrais que ocasiona uma atrofia local
(BRASIL, 2002). Apesar do nimero crescente de pesquisas realizadas, muito ainda precisa
ser descoberto sobre as mudancas bioldgicas que causam a DA, porque a sua progressao
varia entre individuos, e como a doenca pode ser prevenida, retardada ou curada
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2015).

Sdo conhecidos dois tipos de DA, a esporédica e a familiar. A DA esporadica é a
mais comum, sendo 99% dos casos diagnosticados. Este tipo de DA pode afetar adultos de
qualquer idade, que tém ou ndo antecedentes familiares com a doenca. A idade é o maior
fator de risco, tendo em vista que a maioria dos pacientes que sofrem do mal de Alzheimer
tem 65 anos ou mais. 1sso é notorio quando observamos que 15% dos pacientes com DA tém
entre 65-74 anos, e 44% deles tém 75-84 anos (Hebert et al, 2013). J4 a DA familiar é mais
rara, porém preocupante pelo fato de que, se um dos progenitores carrega este gene mutado,
a chance do seu filho também herda-lo é de 50% (LOY et al, 2014). E dificil afirmar ao certo
0 numero de mortes acarretadas pela doenca de Alzheimer, uma vez que muitos casos nao
sdo corretamente diagnosticados ou entdo porque a DA é reportada muitas vezes como uma
causa subjacente de 6bito. Mesmo com todos esses empecilhos para se obter nimeros
precisos, é estimado que em 2013, cerca de 84.767 de pessoas morreram por conta da DA
(XU et al, 2016).

Ao longo da progressdo da doenca o individuo apresenta alteracdes de personalidade
e humor, incluindo apatia e depressdo, comportamentos agressivos e deficits cognitivo e
motores (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2014).

1.1.2.Cognicao

Cognicao € um termo usado para caracterizar processos psicologicos internos de um

individuo, que podem por sua vez, ser avaliados através de mudancgas comportamentais do



mesmo. A cognigdo € uma expressao que engloba processos de aprendizagem, memoria e
atencdo, bem como linguagem, percepcéo, raciocinio e inteligéncia (BUSHNELL, 1998).
Segundo a Alzheimer’s Disease International (2013), para diagnosticar um paciente
acometido pela DA, este deve apresentar comprometimento em pelo menos duas funcées
cognitivas.

Para avaliar o estdgio demencial do paciente com DA € aplicada um questionario
para avaliacéo clinica de deméncia, o CDR (Clinical Dementia Rating), de acordo com as
regras estabelecidas por Morris (1993). Esta avaliacdo baseia-se nas informacdes obtidas
durante uma entrevista com o idoso ou cuidador. O CDR é dividido nas seguintes categorias:
memoria, orientacdo, julgamento e solucdo de problemas, assuntos da comunidade, lar,
hobbies e cuidados pessoais. Cada categoria é independente e pode ser classificada em: sem
deméncia, deméncia questionavel (CDR 0,5), leve (CDR 1), moderada (CDR 2) ou grave
(CDR 3). Ao final, é definido o estagio demencial geral do idoso pelo score obtido.

O prejuizo cognitivo mais evidente na doenca de Alzheimer é o déficit de memoria.
A memoria pode ser definida como a aquisicdo, conservacdo e eventual evocacao de
informac@es adquiridas através de experiéncias. A memdria esta intimamente ligada a outro
aspecto cognitivo: o aprendizado, o qual é caracterizado pela aquisi¢cdo de memdrias. Desta
forma, ndo ha memdria sem aprendizado (IZQUIERDO, 1989). lvan lzquierdo (1989),
afirma que individuo € aquilo que ele lembra e além disso, é aquilo que escolhe esquecer (ou
a pessoa escolhe por si, ou o cérebro escolhe por ela). Ele também pontua que a memoria €
0 que diferencia uma pessoa da outra, ou seja, da significado a palavra individualidade.
Quando uma pessoa é acometida pela doencga de Alzheimer, comeca a esquecer informacdes
basicas do seu cotidiano, eventos passados e em casos mais avangados, suas informacoes
pessoais, ou seja, quem é (IZQUIERDO, 2004; IZQUIERDO et al, 2006).

Em seu estagio inicial, a doen¢a quando diagnosticada é tida como déficit cognitivo
leve, caracterizando-se por um nivel de debilitagdo da memoria que vai além do esperado no
processo de envelhecimento normal, mas que por sua vez, ndo interfere significativamente
nas suas atividades diarias. Nesse estagio os pacientes ainda ndo apresentam nenhum
sintoma de deméncia (PETERSEN et al, 1999; GAUTHIER, 2006) e sdo ainda independes,
pois conseguem desempenhar atividades motoras como dirigir, trabalhar, entre outros.
Normalmente nessa fase os individuos apresentam lapsos de memoria, esquecendo palavras
ou localizacdo de objetos de uso diario (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2016). Por

apresentarem esquecimentos sem importancia, esses sintomas sao muitas vezes ignorados



pelos familiares e julgados erroneamente como parte do ciclo natural do envelhecimento
(BRASIL, 2002).

Durante a evolucdo da doenca, 0s processos patogénicos subjacentes causam
comprometimento irreversivel das regides cerebrais responsaveis pelo funcionamento
cognitivo-intelectual, resultando assim em um quadro demencial (SHAHANI & BRANDT,
2002).

A medida que a doenca progride, 0s sintomas se agravam e 0s pacientes passam a
necessitar de cuidados especiais de familiares e/ou cuidadores. Esquecimento de
informagdes importantes como, endereco residencial e nimero de telefone e também de
eventos passados, como o local onde trabalhavam/estudavam ocorrem com frequéncia. No
estagio final da doenca, os pacientes perdem a capacidade de responder ao ambiente em que
se encontram, conversar ¢ controlar seus movimentos (ALZHEIMER’S ASSOCIATION,
2016).

1.1.3.Caracteristicas fisiopatologicas

O descobrimento da DA se deu por Alois Alzheimer, um renomado psiquiatra aleméao
que relatou seu estudo de caso sobre um paciente demente (ALZHEIMER, 1907). Nesse
trabalho o pesquisador descreveu os aspectos fisiopatoldgicos de uma doenca que acometia
0 cortex cerebral, a qual hoje € mundialmente conhecida como doenca de Alzheimer. Alguns
anos depois, Alois foi capaz de incluir algumas caracteristicas adicionais ao seu primeiro
estudo, como algumas ilustracdes de mudangas neurofibrilares tipicas da doenca, as quais
sdo chamadas hoje de emaranhados/novelos neurofibrilares (ALZHEIMER, 1911;
ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2016).

Outra caracteristica importante da DA foi descrita no mesmo ano em que Alois
Alzheimer publicou o seu primeiro artigo, mas por outro pesquisador aleméo, Fischer. No
comeco do século passado, ele estudou pacientes com deméncia senil. Em seus estudos o
pesquisador relatou a aparicdo de placas senis nos cérebros dos seus pacientes (FISCHER,
1907). Mesmo depois de mais de um século destas importantes descobertas, placas senis e
emaranhados neurofibrilares sdo, até os dias de hoje, usados como critérios determinantes
para o diagnostico post mortem da doenga de Alzheimer (ALZHEIMER’S ASSOCIATION,
2016).

Com o desenvolvimento de novas ferramentas de estudo e pesquisa, as caracteristicas

anatomopatologicas e histopatoldgicas podem ser mais claramente explicadas e



demonstradas. Os cérebros de individuos idosos, e principalmente daqueles com a doenca
de Alzheimer, sdo em média menores e mais leves do que os de individuos jovens e
saudaveis. Alguns giros sd@o mais finos e separados por sulcos mais profundos e abertos
(como mostra a Figura 1). Em analises microscopicas, nos cérebros de pacientes que sofrem
da doenga pode-se observar um depdsito denso de peptideo p-amildide denominado placa
senil (Figura 2). No citoplasma dos neurdnios restantes hd novelos neurofibrilares (como
demonstrado na Figura 3). A quantidade de neurbénios em algumas regides cerebrais se
encontra baixa, bem como o nimero de sinapses entre 0s mesmos (LENT, 2005). A perda
seletiva de neurdnios ainda ndo foi compreendida pelos pesquisadores, o que ndo anula a
importancia de se desenvolver novos medicamentos para retardar a evolucédo da doenga, ou
mesmo bloquear o seu agravamento (SERENIKI & VITAL, 2008).

entriculos
maiores

Sulcos mais largos

Figura 1 - Diferenca entre cérebros de pessoas saudaveis (A) e pessoas com DA (B). Fonte: Adaptado de
LENT, 2005.

Figura 2 - Novelos neurofibrilares. Fonte: Adaptado de Neuro Pathology (2012). Em A, coloracéo
Bielschowsky prata. Em B, Hematoxilina Eosina (H.E.). Em C, coloracdo de prata. Fonte: Adaptado
de Neuro Pathology (2012).
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Figura 3 - Placas Senis. Fonte: Adaptado de Neuro Pathology (20
Bielschowsky prata. Fonte: Adaptado de Neuro Pathology (2012).

1.1.4 Hipdtese p-amildide (BA) x Hipdtese da proteina TAU

Uma das hipdteses que tenta explicar a etiologia da doenca de Alzheimer é a hipotese
B-amiloidal. Acredita-se que a alta expressdo ¢ a sintese anormal da proteina precursora 3-
amildide (APP) ocasionam um acumulo do peptideo beta-amildéide (BA) no cérebro
(acimulo este chamado de placa senil) e que esse seja o principal causador da
neurodegeneracdo observada nos tecidos cerebrais de pacientes com DA. De acordo com
essa hipotese, o restante dos achados dessa patologia, tais como formacgdo de emaranhados
neurofibrilares contendo proteina TAU, sdo resultantes do desequilibrio entre a producdo e
reteng@o do peptideo B-amildide (REVETT et al, 2012). Acredita-se que este peptideo, gera
radicais livres em uma reacdo catalisada por metais. Esse acontecimento induz a morte de
células neuronais por um processo mediado por espécies reativas de oxigénio que causam
danos na membrana lipidica, nas proteinas e acidos nucleicos dos neurénios (FUJIHARA,
2012).

Outra hipotese usada para tentar explicar a etiologia da doenca de Alzheimer esta
relacionada com a proteina TAU. A proteina TAU tem como principal funcdo manter a
estabilidade dos microtubulos de individuos saudaveis. Porém, por mecanismos ainda nao
elucidados ha um acumulo de proteina TAU associada aos microtubulos e um aumento da
sua versdo hiperfosforilada no cérebro, formando o0s conhecidos emaranhados
neurofibrilares intracelulares, caracteristica encontrada no cértex parietal-occipital do
cerebro de pacientes em estagio inicial da DA (CHO et al, 2017).

A hipotese baseada no acumulo intracelular de proteina TAU afirma que esse fato
leva a desestruturacdo dos microtubulos, colapso espinhal dos dendritos e degeneracéo dos
axonios (MACCIONI et al, 2010). Estudos recentes também correlacionam os achados
caracteristicos da DA, principalmente o aparecimento de emaranhados neurofibrilares com

déficits cognitivos (NELSON et al, 2012). Como resultado de todos esses acontecimentos, a



comunicacdo entre os neurdnios fica debilitada e em seguida, ha uma expressiva morte
celular em vérias regides cerebrais. Segundo (FU et al, 2017) a prdpria proteina TAU pode
causar uma endopatologia que transmite a neurodegeneracdo de uma célula para outra,
podendo causar uma séria de complicagdes, entre elas, o déficit de memdria espacial..

Em contraposto, estudos recentes propdem que a toxicidade provocada pelo peptideo
BA e pela proteina TAU ndo ocorre de maneira independente. Essa proposta baseia-se em
ambas as hipdteses ja citadas, porém, correlacionando-as de tal forma que a doenca de
Alzheimer ndo poderia ser explicada e entendida se baseada em somente uma delas. De
acordo com essa proposta o peptideo BA causa a hiperprodugdo de EROs (espécies reativas
de oxigénio) durante a doenca de Alzheimer. Cronicamente o estresse oxidativo, causado
pelo aumento de EROs, provoca a ativagdo do regulador de calcineurina 1 (RCAN1), bem
como a ativacdo da quinase p38. Segundo essa proposta, ambos 0s processos resultam na
hiperfosforilacdo da proteina TAU que causa a DA (LLORET et al, 2015). Em uma revisdo
de literatura feita por Nelson et al. (2012), foi concluido que muitos centros de pesquisa
independentes apoiam fortemente a percepcdo de que a DA é uma doenca definida pela

presenca de placas de peptideo BA e emaranhados neurofibrilares.

1.1.5.DA como um processo neuroinflamatério: novas descobertas

Um biomarcador é uma caracteristica que é mensurada e avaliada que servira como
um indicador de (a) processos bioldgicos normais, (b) processos patoldgicos ou entdo de (c)
respostas farmacolégicas frente a uma intervencgdo terapéutica. Um biomarcador auxilia no
diagndstico de uma doenca, estima o risco e progndstico da mesma, ajuda a estimar em que
estagio a doenca esta e por fim, monitora a progressdao e/ou a reposta do organismo do
paciente frente a terapia (BDWG, 2001). Como explicado anteriormente, os biomarcadores
mais conhecidos e bem estabelecidos da DA sdo as trés proteinas: peptideo BA 1-42, TAU e
TAU fosforilada (BLENNOW et al, 2010; CLARK et al, 2003; SUNDERLAND et al, 2003).

Apesar de importantes, as lesdes cerebrais causadas por esses biomarcadores, placas
amiloidais (causadas pelo depdsito extracelular de peptideo BA) e novelos neurofibrilares
(acarretados pelo acumulo intraneuronal de proteina TAU hiperfosforilada), sdo somente
utilizadas para diagnostico post mortem de individuos acometidos pela DA. Durante a vida,
0 paciente com DA é clinicamente avaliado baseado nas diretrizes impostas pela National
Institute of Neurological Disorders and Stroke—Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINDS-ADRDA) (MCKHANN et al, 1984).



Porém, ainda permanece incerto se as placas amildides e os emaranhados
neurofibrilares sdo realmente as causas primérias da DA. Essas dlvidas sdo provenientes de
descobertas recentes que mostraram que carga de placa amildide correlaciona-se fracamente
com a progressao e severidade da deméncia na DA, podendo um individuo em estagio inicial
da doenca néo ser diagnosticado por ndo apresentar sinais amiloidogenicos em seu cérebro
(LUCZKOWSKI, 2016).

Até mesmo o Instituto Nacional de Saude americano, National Institutes of Health -
NIH (no qual fazem parte National Institute of Neurological Disorders and Stroke, NINDS,
e o National Institute on Aging, NIA) relataram em 2013 que a relag@o das placas BA e dos
emaranhados neurofibrilares com a DA ainda ndo esta totalmente esclarecida, e que ambos
os achados podem ser a causa da doenca, ou entdo, sinalizadores de outro processo que
conduz a morte neuronal na DA.

Estudos recentes descrevem a necessidade de se pesquisar novos marcadores
bioldgicos para a DA que sejam mais sensiveis e especificos do que 0s ja existentes, e que
possam aumentar, sozinhos ou em combinacdo com os marcadores ja estabelecidos, a
exatidao dos diagnosticos atuais (FAGAN & PERRIN, 2012). Para mostrar a amplitude da
variacdo da precisdo dos exames clinicos atuais para o diagndstico de DA, Beach et al.
(2012) realizaram uma pesquisa com aproximadamente 900 pacientes portadores desta
doenca distribuidos por 30 centros de DA americanos. A analise feita por Beach e
colaboradores mostrou sensibilidade oscilante entre 70.9 e 87.3% e especificidade entre 44.3
e 70.8%, dependendo do critério histopatoldgico de diagnoéstico empregado.

Com as falhas ao tentar explicar a etiologia da DA somente pelas hipéteses B-
amiloidal e a relacionada a proteina TAU e o0s emaranhados neurofibrilares, e
consequentemente diagnostica-la através desses marcadores, surgiu uma nova hipotese. Esta
pressuposicao é a favor de diferenciar cuidadosamente os enfoques terapéuticos da DA de
acordo com mecanismos subjacentes, e é conhecida como resposta adaptativa. A hipotese
da resposta adaptativa propde que a proteina BA pode acumular-se por uma resposta
adaptativa frente a estresses cronicos a nivel cerebral (CASTELLO & SORIANO, 2013).
Segundo essa teoria dentre os estimulos que ocasionam esse estresse podem ser citados: a
regulacdo metabdlica (incluindo a homeostasia do colesterol, resisténcia a insulina, entre
outros), os fatores genéticos, o estresse oxidativo e a resposta inflamatoria. Cada um destes
fatores é capaz de provocar uma resposta que resultara em uma maior producgéo de peptideo
BA, e a natureza dessa resposta, segundo essa hipotese, determinard a progressao clinica da
DA.



Corroborando com essa nova premissa, Krstic e Knuesel (2013) defendem a hipdtese
de que a DA de inicio tardio seja causada por um processo inflamatorio cronico. Segundo
esses pesquisadores, essa condicdo desregula o mecanismo responsavel por eliminar
proteinas neuronais danificadas que se acumulam no cérebro ao longo dos anos. Ao mesmo
tempo, esse processo inflamatorio crénico causa uma deficiéncia na integridade do axonio e
também em seu transporte, evento este associado a proteina TAU.

Pesquisas realizadas nas ultimas décadas tém demonstrado que o dano neuronal
progressivo associado a DA pode ser consequéncia de reacdes inflamatorias locais no
sistema nervoso central (AHMED, THABET, MOHAMED, et al, 2014; MCGEER &
MCGEER, 2010; AKIYAMA et al, 2000; TUPPO & ARIAS, 2005; WYSS-CORAY, 2006).
Para entender melhor sobre a cascata de eventos que correlacionam a neuroinflamacéo e a
DA € importante entender os aspectos de cada componente inflamatério da doenca, como 0s
tipos de células participantes deste processo e os mediadores pro- e anti-inflamatorios
liberados por elas.

1.1.5.1.Micrdglias

Alguns aspectos relacionados as células participantes no processo de
neuroinflamacdo, como a micrdglia e astrocitos, ndo foram bem desvendados ao que se
refere a sua atuacdo na DA. Os mesmos podem atuar tanto como neuroprotetores quanto ter
fungdo neurodegenerativa, o que dificulta o entendimento de sua finalidade para com o
processo patologico (SERENIKI & VITAL, 2008).

A micrdglia € responsavel por defender o cérebro de danos ou invasores patogénicos.
Em situacbes patoldgicas as microglias agem como os macréfagos do sistema imune,
migrando para o local lesado, circundando-o e limpando os fragmentos celulares existentes
nessa area (FETLER & AMIGORENA, 2005). Nos casos de eventos neurodegenerativos, as
microglias reagem liberando uma grande variedade de mediadores pro-inflamatorios como
espécies reativas de oxigénio (EROSs), citocinas, fatores do complemente, radicais livres,
entre outros (GRIFFIN et al, 1998). Nestas circunstancias as micréglias também agem
induzindo o sistema de enzimas inflamatdrias a produzir, por exemplo, a oxido nitrico-
sintase induzido (iNOS) e a ciclo-oxigenase 2 (COX2). Todos esses fatores podem contribuir
para a disfuncdo e morte neuronal, isoladamente ou em conjunto (ABBAS et al, 2002;
BEZZI et al, 2001; BROWN & BAL-PRICE, 2003), criando, por fim, um ciclo vicioso
(GRIFFIN et al, 1998).



O peptideo BA promove neurodegeneragio indiretamente quando ativa as células da
microglia (AKIYAMA et al, 2000; TAN et al, 1999). O que acontece na DA € que as
micrdglias detectam a presenca das agregagdes de peptideo PA e respondem a elas, porém
uma possivel perda de habilidade dessas células em responder a agregacédo pode contribuir
para o desenvolvimento da doenga, uma vez que essa perda permitiria que a agregacdo
prosseguisse. Essa teoria é suportada por estudos genéticos em pacientes com DA que
descrevem mutacdes nas moléculas do sistema imune inato que poderiam comprometer a
capacidade de resposta das microglias (HENEKA et al, 2015).

Além disso, estudos recentes com ratos transgénicos APPV717 relataram a ativacao
das células da glia como um evento que precede a apari¢ao de depdésitos de placas amiloidais
no cérebro de ratos com 3 meses de idade (HENEKA et al, 2005). Em paralelo, outro estudo
também demonstrou que a ativacdo das microglias pode ocorrer mesmo na auséncia de
depdsitos B-amiloidais, sendo o seu aparecimento considerado como um evento precursor
da DA (NUNOMURA et al, 2001).

1.1.5.2. Neurbnios

Os neurdnios sdo outras células que podem contribuir para a progressao da DA.
Diferente do que se acreditava hd algum tempo, 0s neurbnios tém um papel muito mais
importante do que meramente servir como um componente passivo na neuroinflamacéo.
Evidéncias sugerem que estas células podem gerar moléculas inflamatdrias por si s6. Da
mesma forma que as células da glia, os neurénios também produzem os radicais livres, como
NO (6xido nitrico) e peroxinitrito, que podem causar disfuncdo neuronal e morte cerebral
(BOJE & ARORA, 1992; HENEKA et al, 1998). Além disso, uma alta expressao da enzima
INOS foi descrita em neurdnios em degeneracdo no cérebro de pacientes com a doenca
Alzheimer. Os neurdnios podem também ser uma fonte de uma serie de citocinas como IL-
1B ¢ IL-6 e TNF-a (HENEKA & FEINSTEIN , 2001; HEKENA et al, 2001; HENEKA,
2006).

As células citadas acima, microglias e neurdnios, estdo intimamente ligadas a
processos neuroinflamatdrios, como ja explicado. Interessantemente, todas, de uma maneira
ou de outra, acarretam um aumento de radicais livres no organismo, podendo causar entao

um estresse oxidativo.
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1.1.6. Estresse oxidativo na DA

O estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio entre os niveis de
compostos pré-oxidantes e antioxidantes no organismo, com predominancia dos primeiros,
que favorecem uma geracdo excessiva de radicais livres. Esses radicais sdo atomos ou
moléculas altamente reativos que possuem um elétron desemparelhado em sua Ultima
camada eletrénica. Para se manter estaveis, esses radicais fazem ligagdo com biomoléculas
do organismo, conduzindo-as a oxidacéao, e uma consequente perda de funcéo bioldgica e/ou
desequilibrio homeostético (BARREIROS et al, 2006). Quanto as a¢bes nocivas dos radicais
livres no organismo, a primeira é a atuacdo dos mesmos contra os acidos graxos poli-
insaturados constituintes das membranas celulares. Nesse momento uma complexa cadeia
de eventos ocorre, iniciando-se com a peroxidacdo lipidica que resultard na producéo de
aldeidos reativos, podendo ser citados 0 malondialdeido e 4-hidroxinonenal (BENEDETTI
etal, 1984; ESTERBAUER et al, 1982).

A hipotese de que os radicais livres possam estar envolvidos na DA, foi
originalmente baseada no envolvimento do estresse oxidativo no envelhecimento, com a
Teoria do Envelhecimento via Radicais Livres, de Denham Harman (HARMAN, 1956).
Acredita-se que a acdo dos radicais livres, gerados durante 0 metabolismo normal, causaria
um dano cumulativo as macromoléculas, tais como 0s &cidos graxos poliinsaturados das
membranas lipidicas, proteinas essenciais e DNA. Esse dano se tornaria um ciclo vicioso em
que as proprias injurias causadas pelos radicais livres, culminariam uma producao de radicais
livres. Esse efeito nocivo esta relacionado também ao declinio funcional no cérebro, se
manifestando por uma deterioracdo nas funcgdes cognitivas e na capacidade motora. A acao
dos radicais livres sobre essas estruturas celulares poderia culminar na perda da sua fungéo
normal e na morte celular (HEKIMI et al, 2011; DEL VALLE et al, 2011).

Pesquisadores ainda estdo por desvendar o verdadeiro papel do dano oxidativo na
DA. O estrese oxidativo esta frequentemente associado a diferentes tipos de doencas, embora
seja dificil identificar se 0 mesmo € o causador ou a consequéncia da condi¢do observada
(SORG, 2004). Enquanto alguns estudos relatam que o acimulo de peptideo BA seja a causa
do aumento do dano oxidativo (BEHL et al, 1994; HENSLEY et al, 1994), outros afirmam
que o inverso ocorra, sendo assim, assumem que o dano oxidativo seja o causador dos demais
processos patoldgicos da DA (YAN et al, 1995; FREDERIKSE et al, 1996; MISONOU et,
2000). Nunomura e colaboradores (2001) realizaram analises post-mortem de pacientes com

DA e garantem que a segunda hipotese seja a verdadeira, atestando que o dano oxidativo
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seja 0 evento que precede a DA e que o mesmo, ainda, decline a medida que a doenga
progride. A hipotese de que o estresse oxidativo ocorra antes mesmo dos achados mais
famosos e caracteristicos da DA (placas senis e emaranhados neurofibrilares) pode abrir
caminho para novos enfoques terapéuticos e ensaios clinicos para o tratamento desta doenca
(PERRY, CASH, SMITH, 2002).

A associacdo entre o0 estresse oxidativo, doencas neuroldgicas degenerativas e as
doencas inflamatdrias € o mecanismo de dano celular mais aceito para explicar essas
condicdes (DUARTE et al, 2008). Estre processo é explicado no esquema da figura a seguir
(Figura 04).

—e Resposta
Ba inflamatdria
] . Envelhecimento
Disfuncao i-NOS
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Oxidacdo de proteinas
Fatores de Peroxidacdo lipidica
transcricio EROs
I Oxidacdo de DNASRNA
Mucleg / l
! Dano sindptico
Apoptose Alteragbes no citoesgueleto
Neurotoxicidade ] Alteragbes no
citoesqueleto
Alteracdies no
transporte de proteinas

Doenga de Alzheimer

Figura 4 - Papel do peptideo B-amiléide (BA), inflamac&o e estresse oxidativo na Doenca de
Alzheimer (DA). Fonte: Adaptado de Butterfield et al. (2001).

1.1.7.Farmacos atualmente utilizados por pacientes com DA

No cérebro de pessoas com a DA a quantidade de acetilcolina (ACh) esté reduzida,

e a deficiéncia desse neurotransmissor pode ocasionar a apari¢cdo dos sintomas da doenca,
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pois ele tem fungéo diretamente correlacionada com 0s processos motores, cognitivos e de
memoria. Farmacos usados nos dias de hoje por pacientes que sofrem da doenca de
Alzheimer sdo chamados de anticolinesterasicos ou inibidores de colinesterases, pois inibem
a enzima acetilcolinesterase (AChE), evitando assim que o restante de ACh seja
hidrolisada/degradada. Estes medicamentos podem retardar a progressdo da doenga,
aliviando também alguns sintomas (podendo perder esse efeito depois de algum tempo de
uso), porém ndo tem a capacidade de reverter o quadro e tdo pouco deté-lo por completo.
Acredita-se que o uso de anticolinesterasicos induz um maior efeito em pacientes que entéo
no estagio inicial da doenca, tendo pouca eficacia em individuos com deméncia severa. Estes
ainda parecem néo ser eficientes para todos os pacientes e seu efeito pode variar de pessoa
para pessoa (CAYTON et al, 2000).

Apesar de longos anos de pesquisa para desenvolver drogas seguras e eficientes para
o tratamento da DA, as opgdes ainda sdo escassas. Atualmente as drogas utilizadas para tratar
os sintomas da DA permitidos pela Agéncia americana U.S. Food and Drug Administration
(FDA) sdo somente: donepezil (Aricept®), galantamina (Reminyl®), rivastigmina
(Exelon®), memantina (Namenda®) e donepezil e memantina (Namzaric®) (FDA, 2017;
LIMA, 2008).

Em uma revisao realizada por Petronilho, Pinto e Villar (2011), foram citados 0s
efeitos toxicos do uso cronico de alguns destes medicamentos, que séo classificados como
farmacos anticolinesterasicos, alem dos seus altos efeitos colaterais. Pelo uso limitado dos
medicamentos ja existentes para tratar os sintomas da doenca de Alzheimer, os autores
relatam a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos para este fim.

Além disso, os anticolinesterasicos ndo tém como alvo os achados da DA, gue sdo as
placas senis (acumulo de peptideo BA) e os emaranhados neurofibrilares (agregados de
proteina TAU), tdo pouco se relacionam com a hipétese de neuroinflamacéo e seus eventos
subsequentes. Sabendo disso, muitos pesquisadores estdo trabalhando para descobrir um
tratamento mais eficaz e que possa modificar as principais caracteristicas encontras nos
cérebros de pacientes acometidos pela doenga, porém, um grande numero de insucessos vem
preocupando a industria farmacéutica (PEDERSEN & SIGURDSSON, 2015).

1.1.8. Anti-inflamatdrios: nova estratégia terapéutica para a DA

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) vém sendo estudados, principalmente
nas Ultimas décadas, quanto a sua interacdo com a DA (ROGERS et al, 1993; MCGEER,;
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SCHULZER; MCGEER, 1996; ANTHONY et al, 2000; BREITNER, 1996; BREITNER et
al, 1995; SZEKELY etal, 2004; STEWART etal, 1997; IN T"VELD et al, 2001). Os AINESs
sdo inibidores da enzima ciclo-oxigenase. Os resultados das terapias que utilizam este tipo
de droga dependem de suas especificidades com relacao as isoformas das enzimas, COX-1
e COX-2 (KAUFMANN et al, 1997).

A eficécia deste tratamento vem sendo testada e muitos beneficios vieram & tona.
Acredita-se que os AINEs, quando utilizados a longo prazo, retardam a progressdo da DA,
amenizam o0s sintomas tipicos da doenca e também sdo capazes de desacelerar o
comprometimento cognitivo dos pacientes com DA (RICH et al, 1995).

Em um estudo realizado com cultura de células, AINEs como ibuprofeno,
indometacina e sulfeto de sulindaco mostraram ser eficazes em diminuir a producéo (80%)
de BA 1-42 (WEGGEN et al, 2001).

Estudos in vivo utilizando animais demonstraram as varias atividades biologicas dos
AINEs frente aos achados da DA. Animais geneticamente modificados, Tg2576, com alta
expressao de APP que apresentavam tanto acumulo de peptideo BA quanto componentes
inflamatorios foram submetidos a um tratamento de seis meses com um AINEs. Os
resultados demonstraram uma diminuig&o significativa de depdsitos amiloidais (LIM et al,
2000), bem como, uma melhora nos testes comportamentais dos ratos tratados (LIM et al,
2001). Outro estudo realizado com auxilio de modelos bioldgicos constatou que 8 dos 20
AINEs testados foram capazes de diminuir a agregacdo de peptideo BA 1-42 in vivo
(ERIKSEN et al, 2003). Além dos AINEs causarem uma resposta bioldgica positiva sendo
administrados a longo prazo, os mesmos também mostraram ser eficazes quando
administrados a curto prazo (WEGGEN et al, 2001).

Ainda testando a efetividade dos AINEs em prevenir a DA, In T’veld et al. (2001),
acompanhou por aproximadamente sete anos individuos saudaveis que faziam, ou ndo, uso
destes medicamentos. Entre os AINEs mais prescritos estavam ibuprofeno, diclofenaco e
naproxeno. Apoés os sete anos foi atestado que o risco em desenvolver a DA em pacientes
que fizeram uso de AINESs a curto prazo era de 0,95%, 0,83% para pacientes que se
trataram por médio prazo e impressionantes 0,20% para os individuos que utilizaram AINEs
por um longo periodo de tempo, sendo que o risco ndo variou de acordo com a idade dos
pacientes.

Mesmo que muitos estudos ja tenham sido feitos para comprovar a eficacia dos
AINEs como tratamento da DA, ainda néo se sabe ao certo o mecanismo pelo qual essa

droga age. Entretanto, evidéncias para varios mecanismos vém sendo sugeridas, e ao que
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tudo indica, ndo somente um, mas uma combinacdo de diversos efeitos explica os beneficios
observados dessa droga. Os mecanismos mais estudados e aceitos sdo: prote¢cdo contra a
agregacdo PA (THOMAS, NADACKAL, THOMAS, 2001; AGDEPPA et al, 2003); e 0
efeito no processamento da APP (BLASKO et al, 2001; SASTRE et al, 2003).

1.2.Produtos naturais

Segundo Barnes, Bloom e Nahin (2008), cerca de 25% das drogas atualmente
comercializadas tém em sua composi¢cdo uma ou mais substancias extraidas de produtos
naturais. O Ministério da Salde estima que cerca de 80% da populacdo mundial utilize
plantas medicinais ou outros compostos naturais para tratar suas enfermidades e/ou suprir as
necessidades de assisténcia médica primaria (BRASIL, 2006a).

Simoes & Schenkel (2002) descreveram a relacao entre produtos naturais X estudos
com tais produtos como paradoxal. Apesar de sabido que o Brasil € um pais de vasta
biodiversidade, é ainda muito modesto o conhecimento sobre os produtos naturais que essa
heterogeneidade bioldgica pode oferecer. O que acontece no presente momento, é que 0s
brasileiros estdo consumindo produtos naturais provenientes de outros paises ou continentes
que investem na pesquisa e comercializacio segura dos mesmos. E preciso entdo, investir
em programas nacionais direcionados a investigacdes cientificas e tecnoldgicas na area, para
gue novas moléculas com atividade terapéutica sejam descobertas e desenvolvidas. Faz-se
indispensavel também, a parceria entre a industria farmacéutica e a academia, pois é nesse
local que serdo formados profissionais, principalmente pesquisadores, com uma nova
mentalidade, que propdem a utilizacdo dos recursos naturais do seu pais, resultando em um
crescimento socioecondmico.

A conscientizacdo dessa problemética vem aumentando, e muito, nos ultimos
tempos. Estudos cientificos relacionados a produtos naturais ainda séo escassos no Brasil,
porém estdo gradativamente sendo realizados, visando conhecer a grande variedade de
produtos naturais com atividade bioldgica existentes (BRASIL, 2006a). Apesar dos
problemas econémicos do pais, medidas vém sendo tomadas para valorizar a utilizagdo de
compostos naturais na area da saude. Além de muita discussdo sobre o assunto, politicas
governamentais, tais como a implementacgéo da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) nos mostram que os produtos naturais estdo finalmente tendo o
seu merecido espaco como opcao terapéutica no pais (BRASIL, 2006b; SILVA et al, 2006;
ROSA et al, 2011).
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1.2.1. Exopolissacarideos (EPS)

Em meio aos produtos naturais existe uma vasta gama de moléculas com efeitos
bioldgicos promissores que possibilitam a utilizagdo dos mesmos como tratamento de
doencas. Entre essas moléculas se destacam os polissacarideos (CUNHA et al, 2009). Os
polissacarideos sdo moléculas naturais constituidas por monossacarideos conectados entre
si por ligac@es glicosidicas. Esses polimeros diferenciam-se, basicamente, pelos monémeros
constituintes, tipos de ligacdo, comprimento da cadeia, nimeros de ramificacdes e grupos
substituintes (NASCIMENTO, 2010).

Em todos os organismos vivos sdo encontrados polissacarideos. Como é o caso da
celulose e do amido nas plantas e o glicogénio nos animais, 0s polissacarideos sao
encontrados em grande quantidade nos fungos e sdo de vital importancia para todo
organismo vivo (GLAZER & NIKAIDO, 2007).

Quando alguns fungos e bactérias produzem polissacarideos extracelulares, estes
produtos passam a ser chamados de exopolissacarideos (EPS). Muitos dos
exopolissacarideos ainda ndo foram devidamente estudados e por isso a maioria ainda ndo
foi usada em larga escala na industria farmacéutica. Porém, alguns desses possuem
propriedades tdo importantes que ja estdo sendo utilizados comercialmente, como é o caso
da xantana (Xanthomonas campestres), dextrana (extraida de Leuconostoc, Streptococcus
ou Lactobacillus), curdlana (Alcaligenes fecalis) produzidas pelas bactérias mencionadas, e
a escleroglucana (género Sclerotium) e pululana (Aureobasidium pullulans), produzidas
pelos fungos especificados (BARBOSA et al, 2004).

1.2.2. B-glucanas

Um grupo que se destaca entre os EPS ¢ o das B-glucanas, que sdo polissacarideos
de mondémeros de D-glicose unidos entre si através de ligagdes B-glicosidicas. Como forma
de fibra dietética, elas sdo encontradas em uma vasta gama de fontes naturais como em
cogumelos, algas, bactérias, leveduras, cevada e aveia (ZHU et al., 2015). A conexdo das
unidades de D-glicose é geralmente feita por ligacdes glicosidicas do tipo (1-2>3), e com
menos frequéncia por ligagdes mistas (1->3; 1->6) (TSIAPALI et al, 2001). As moléculas
com ligagdo (1->3) sdo constituidas de aproximadamente 1500 residuos de glicose, se

diferindo das moléculas com ligagéo (1->6) que possuem de 150 a 200. Estas caracteristicas,


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Leuconostoc&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Streptococcus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lactobacillus
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Alcal%C3%ADgenes_fecalis&action=edit&redlink=1
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juntamente com a polimerizacdo das moléculas, influenciam no grau de solubilidade destas
(LEE et al, 2001).

Com o desenvolvimento de pesquisas médicas durante a ultima década, as -glucanas
deixaram de ser um mero suplemento alimentar e um “remédio alternativo” para assumir o
seu papel merecido na medicina preventiva e de diagnéstico. Como o nimero de pesquisas
relacionadas as propriedades de novas plantas e polissacarideos microbianos continua a
crescer, € preciso agilizar a comercializacdo destes compostos para competir com produtos
tradicionalmente usados. Ali (2009) ainda afirma que as B-glucanas irdo sofrer um avanco
ainda maior nos proximos anos no que se refere a sua principal promessa, que é a aplicacdo
terapéutica.

O tipo de atividade bioldgica deste polissacarideo depende do seu peso molecular e
também de sua origem (DU & XU, 2014). Além disso, as diferencas estruturais, como
diferentes comprimentos da cadeia polissacaridica, extensdo e comprimento das
ramificacdes, podem também influenciar em sua atividade bioldgica (BAGGIO, 2010).

Muitos sdo os seus efeitos benéficos para o organismo humano, como
imunomodulador e imunoestimulador (ZHAO et al., 2005; PELIZON et al. 2005; WENG et
al., 2011; SMIDERLE et al., 2013), anticarcinogénica (SADOVSKAYA et al., 2014), anti-
proliferativo (CUNHA et al., 2012), hipoglicemiante e hipocolesterolemiante (MIRANDA-
NANTES et al., 2011), anti-inflamatorio (SILVEIRA et al., 2014) entre muitos outros. A -
glucana é considerada também, um agente terapéutico no tratamento de queimaduras
(TOKLU et al., 2006) e na cicatrizacdo de feridas (BERDAL et al., 2007).

1.2.3. B-glucanas e seus efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes

As B-glucanas, entre os EPS, vém sendo alvo de muitos estudos por causa da sua
bioatividade e pela grande variedade de aplicacbes médicas que possuem (CHOA et al,
2006). Muitas delas que possuem efeitos terapéuticos sdo proveniente de fungos, e sdo
também chamadas de moduladores de repostas bioldgicas, pois sdo capazes de interagir com
a resposta imunoldgica de seu hospedeiro, modificando-a, promovendo a homeostase
podendo prevenir diversas doencas (DIJKGRAAF; HUIJUAN; BUSSEY, 2002). Elas sdo
moduladoras de ambas as respostas imunoldgicas: inata ou adquirida, podendo, na
imunidade adquirida, atuar tanto na imunidade humoral quanto na imunidade celular
(DAVIS et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2001; KUBALA et al, 2003;). Como afirmado

por Abbas & Lichtman (2005), modificadores de resposta biologica sdo moléculas
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empregadas clinicamente como moduladores da inflamag&o, imunidade e hematopoese,
atuando como ativadores ou supressores de resposta de células do sistema imune como
macrofagos e mondcitos, neutrofilos, células “Natural Killer” (NK), eosinofilos e linfocitos.

No que se diz respeito as muitas atividades das B-glucanas, vale ressaltar sua
frequente capacidade de eliminar radicais livres e proteger o organismo contra peroxidagao
lipidica, aliviando assim as condic@es inflamatorias (DU & XU, 2014; MIHAILOVIC’ et al,
2013; SALUK-JUSZCZAK; KROLEWSKA; WACHOWICZ, 2011; USKOKOVIC et
al,2013). O estudo destas atividades biologicas nos sugerem que durante O processo
inflamatorio elas ndo s6 estimulam o sistema imunoldgico do paciente, mas também se
mostram beneficiais por conter propriedades antioxidantes. Como foi o0 caso da pesquisa
realizada por Kogan et al. (2005) utilizando um modelo biolégico de artrite. Em seus
resultados, estes pesquisadores observaram um declinio no nivel de carbonilas plasmaticas
nos animais, que supostamente foi devido as propriedades de eliminacao de radicais livres
da B-glucana carboximetilada testada, o que caracteriza a propriedade antioxidante deste
composto frente a um modelo inflamatorio.

Outros trabalhos também ressaltam a propriedade antioxidante dos EPS, bem como
a grande gama de fungos que possuem uma variedade de moléculas sequestradoras de
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (DORE, 2006).

Um estudo feito utilizando extrato aquoso de aveia com alta concentracdo de
(1 — 3,1 — 6)-p-D-glucana oriundo da alga Isochrysis galban para tratar inflamacéo
induzida pela administracdo de lipopolissacarideo (LPS) mostrou que que a glucana estudada
é capaz de alterar os parametros de estresse oxidativo no plasma de ratos. Os grupos que
receberam suplementagdo de B-glucana em sua dieta mostraram a reducéo dos niveis de 25-
hidroxicolesterol (P <0.001), TBARS (P<0.05) e peroxido lipidicos (P <0.001)
(SUCHECKA et al, 2015).

A (1-3)-p-D-glucana proveniente da levedura Saccharomyces cerevisiae mostrou
tambem possuir propriedade antioxidantes ao reduzir os niveis de peroxidagéo lipidica e
radicais livres de plaquetas estimuladas por LPS (SALUK et al, 2013).

Outras pesquisas realizadas em busca da comprovacgdo da existéncia de atividade
antioxidantes de certas glucanas obtiveram resultados favoraveis para essa hipotese. Como
foi o caso de estudos realizados por Maity et al. (2015) que analisou (1 — 3,1 — 6)-B-D-
glucana proveniente do cogumelo comestivel Entoloma lividoalboum (Kihner &
Romagn) quanto as suas atividades antioxidantes. Os pesquisadores atestaram que esse

polissacarideo possui atividades antioxidantes promissoras, evidenciadas por suas
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hidroxilas, sua atividade eliminadora de radicais superdxido e suas propriedades redutoras
de radicais livres. Outra (1 — 3,1 — 6)-pB-D-glucana extraida de um cogumelo comestivel
Russula albonigra (Krombh) também demonstrou possuir potentes atividades antioxidantes
(NANDI et al, 2014).

A atividade antioxidante das glucana foi comprovada mais uma vez por YUAN et al.
(2008) ao testar a glucana proveniente do fungo Phellinus ribis em um modelo animal de
danos imunoldgicos decorrente a formacéo de radicais livres. Os resultados mostraram que
a glucana melhorou a funcdo imunoldgica dos animais através de suas atividades

eliminadora de radicais livres e redutora de estresse oxidativo.

1.2.4.B-glucana do Lasiodiplodia theobromae MMPI

O fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI1 é um anamorfo do fungo Botryosphaeria
rhodina capaz de produzir EPS do tipo (1 — 6)-B-D-glucana, atualmente denominada
lasiodiplodana (VASCONCELOQOS et al, 2008; CUNHA et al, 2012). Dentre as glucanas
proveniente de fungos, a lasiodiplodana é isolada de maneira simples e econémica
(KAGIMURA et al, 2014).

As atividades biologicas das B-D glucanas estdo intimamente ligadas a sua
capacidade de sequestrar radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs), ou seja, suas
atividades antioxidantes (SALUK et al, 2013).

A atividade antioxidante da lasiodiplodana foi relatada por Giese et al. (2014), por
ser capaz de eliminar radicais hidroxila e oxido nitrico. Em seu estudo, Kagimura et al.
(2015) analisou a (1->6)-B-D-glucana lasiodiplodana quanto as suas propriedades
antioxidantes. Além de demonstrar tais efeitos da glucana em seu estado bruto, os autores
também atestaram que a modificacdo quimica por carboximetilacdo, aumentou as
propriedades antioxidantes deste EPS.

Até hoje nenhum estudo foi divulgado sobre os efeitos desta glucana a nivel de
sistema nervoso central. Deste modo, o presente trabalho propde uma pesquisa pioneira com
a B-glucana lasiodiplodana a fim de analisar o seu possivel efeito profilatico frente a um

modelo animal de neuroinflamacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a possivel atividade profilatica neuroprotetora da B-glucana lasiodiplodana

frente a um modelo animal de neuroinflamacéo cronica.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar se a B-glucana lasiodiplodana, é capaz de reverter 0 quadro amnésico

subsequente ao processo neuroinflamatério desencadeado pelo LPS;

- Avaliar o efeito da ingestdo sub-cronica da B-glucana lasiodiplodana na atividade

locomotora, exploratoria e emocional de ratos;

- Analisar a atividade neuroprotetora em fungédo do efeito antioxidante da B-glucana no

cérebro de animais neuroinflamados.

3. JUSTIFICATIVA

Segundo o relato da Alzheimer Disease International (ADI) de 2013, estima-se que
44 milhdes de pessoas convivem com algum tipo de deméncia ao redor do mundo, e preveé-
se que este numero ira dobrar a cada 20 anos, chegando a 76 milhdes em 2030 e a 136
milhdes em 2050. Cerca de 60-70% destes casos de deméncia sdo relacionadas a doenca de
Alzheimer. De acordo com Ferri et al. (2005) depois dos 65 anos de idade, a prevaléncia da
doenca de Alzheimer duplica-se aproximadamente a cada 5 anos. E esperado que em 2050
a populagcdo mundial com mais de 60 anos seja de 2 bilhdes (WORLD POPULATION
AGEING, 2009). Com numero de pessoas idosas aumentando a cada dia, correlacionado
com os casos de deméncia e a alarmante prevaléncia relacionada a doenca de Alzheimer, a
Organizacdo Mundial da Satude — OMS (WHO, 2012) e 0 G8 UK em 2013 declararam que
consideram a doenca uma prioridade no &mbito da saude publica. Em uma declaracdo feita

em 2004, a ADI levantou 10 medidas a serem tomadas com relacdo a DA. Entre elas
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estavam: fornecer tratamento na assisténcia bdsica, tornar tratamentos apropriados
disponiveis e dar mais suporte as pesquisas. Com base em estudos, muitos artigos como o
de Kalra & Khan (2015), Sereniki & Vital (2008), Villegas (20015) confirmaram a
necessidade e a urgéncia de se desenvolver novos farmacos que sirvam para bloquear ou ao
menos retardar a evolugédo da doenga de Alzheimer. Artigos de revisdo como o de Ehret &
Chamberlin (2015) contestam também os medicamentos ja aceitos para o tratamento da DA
com relacdo ao periodo de inicio e término da terapia e seus modestos efeitos clinicos.

Assumindo a importancia de se pesquisar e desenvolver novos medicamentos para a
DA, este estudo tem como objetivo analisar um tratamento profilatico para a doenca
utilizando um composto natural e de fécil acessibilidade.

O trabalho realizado por Turmina et al. (2012) analisou a B(1->6)-D-glucana
lasiodiplodana, produzida pelo fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI, quanto a sua
toxicidade em camundongos, a partir de parametros bioquimicos, toxicolégicos,
hematoldgicos e histopatologicos de 6rgdos vitais. Averiguou-se que ndo houve nenhum
sinal de toxicidade e letalidade nas cobaias, independente do sexo. Nenhuma alteracao foi
relatada com relacdo a histopatologia e hematologia dos camundongos. Estas evidéncias que
comprovam a ndo toxicidade da (1> 6)-D-glucana lasiodiplodana possibilitam a realizagéo
de novas pesquisas para testar seus efeitos biol6gicos em cobaias.

Além disso, por possuir atividade bioldgicas antioxidante comprovadas, o presente
trabalho propdem que a B (1->6)-D-glucana lasiodiplodana seja utilizada para tratar
profilaticamente a doenca de Alzheimer. Os pesquisadores acreditam que a B-glucana em
questdo seja capaz de proteger o cérebro dos animais do estresse oxidativo e peroxidacdo
lipidica causados pelo Alzheimer, sequestrando os radicais livres formados e amenizando
ambos 0s quadros citados.

Mesmo com todo o avanco conquistado pela ciéncia e 0s progressos recentes no que
se diz respeito a compreensdo dos mecanismos de neurodegeneracao tipicos da doenca de
Alzheimer, ainda ndo se estabeleceu uma terapia eficaz para a doenca. Isso se da, boa parte,
pela dificuldade de determinar bons modelos animais para que as novas terapias potenciais
possam ser testadas. N&o existem, hoje, modelos animais para a doenca de Alzheimer que
reproduzam exatamente 0S processos neurodegenerativos subjacentes da doenca, cujo
acontecimento espontaneo s ocorre em primatas superiores.

Por esse motivo neste projeto, optou-se por utilizar um modelo que mimetiza um
quadro de neuroinflamagcdo como um provavel agente desencadeador de processos

neurodegenerativos da doenca de Alzheimer. Utilizando este modelo animal, objetiva-se
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obter um potencial candidato a ferramenta terapéutica que possa agir tanto no inicio do
quadro neurodegenerativo, quanto durante a progressdao da DA, mesmo em estagios mais
avancados, visto que 0s processos neuroinflamatorios descritos anteriormente estdo
presentes em todos esses periodos. Este modelo consiste em ratos submetidos a um protocolo
de inflamacdo desencadeada por LPS injetado intraparenquimal, na regido CA1 hipocampal,
conforme descrito e histopatologicamente validado por Deng Xh et al. (2012). Auss-
Wegrzyniak et al. (1998) ainda afirma, que a neuroinflamacéo crénica induzida por este
composto reproduz com bastante eficiéncia os componentes neurobioldgicos da doenca de

Alzheimer.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Animais do experimento

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados 84 animais machos da espécie
Rattus Norvegicus, linhagem wistar, com idade média de 60 dias, pesando entre 200-250
gramas, adquiridos no biotério da PUC (Pontificia Universidade Catolica do Parand),
acondicionados em local apropriado durante todo o estudo.
O alojamento dos animais ocupava uma sala exclusiva com aproximadamente 15
m?, no interior do Laboratorio de Bioquimica do Exercicio e Neurociéncias (LABEN)
coordenado pelo professor Dr. Carlos Ricardo Maneck Malfatti, em ambiente sem ruidos,
com chéo e paredes lavaveis para facilitar a limpeza, com ventilacdo por exaustor, timer para
periodo 12 claro/ 12 escuro e ar condicionado para manutencdo de temperatura adequada a
espécie (aproximadamente 25°C). Os animais foram alojados em estantes apropriadas,
dentro de gaiolas para ratos com base em polipropileno, autoclavaveis, resistente a acidos,
nas medidas de 41x34x16cm que abrigava, no maximo, 3 ratos. Tampa de arame de ago
carbono com tratamento de zincagem, malha 7,5mm, além de bebedouro de 500ml
especificas para animais de pesquisa. A agua e a racdo foram fornecidas ad libitum durante
todo o experimento, exceto durante o treinamento no labirinto octogonal e as 8h que
antecedem a eutanasia dos mesmos no final do experimento. O presente projeto foi aprovado
pelo CEUA (Comité de ética no Uso de Animais) da UNICENTRO (Universidade Estadual
do Centro-Oeste), dia 17 de novembro de 2015, através do oficio n® 041/2015, parecer
029/2015.
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4.2 .Preparo da B-glucana lasiodiplodana

As etapas de producéo, recuperagio ¢ purificagdo da B-glucana lasiodiplodana foram

baseadas no trabalho realizado por Kagimura et al. (2015).

4.2.1.Preparagéo do inoculo

Em placa de Petri contendo o meio de cultura agar Sabouraud com cloranfenicol
foi semeada uma algcada micelial do fungo Lasiodiplodia theobromae MMPI isolado de
Pinha (Annona squamosa). Por 96 horas estas placas foram mantidas a uma temperatura de
28°C em uma estufa bacteriolégica. Em frascos Erlenmeyer com 100 mL de meio de sais
minerais de Vogel (VOGEL, 1956) e glicose (5 g/L) foram colocados os micélios que
cresceram nas placas de Petri. Sob agitacdo de 150 rpm e temperatura de 28 ° C esses frascos
foram cultivados por 48 h. Essa pré-cultura foi homogeneizada por 30 s em um mixer. Apos
feito isso, 0 homogenato foi centrifugado e aos micélios recuperados foi adicionado agua
destilada esterilizada, originando assim uma solucéo padrdo com absorbancia entre 0,4 e 0,5

a 40 Onm como descrito por Steluti et al. (2004).

4.2.2.Cultivo submerso do fungo e a recuperagdo do exopolissacarideo

Para a realizacdo do cultivo submerso foi utilizado um biorreator de bancada
(Biostat B, B. Braun International, Alemanha) com termopar para 0 monitoramento de
temperatura. O volume total de trabalho foi de 1 L, mantido a 28 °C, fluxo de ar de 0,8 vvm,
400 rpm de velocidade de agitacdo da turbina com tempo de cultivo de 72 h. Para ajuste do
pH a 5,5 foi adicionado ao meio fermentativo acido cloridrico 1 mol/L. Volume de 100 mL
de indculo foi adicionado a 900 mL de meio contendo glicose (20 g/L) (CUNHA et al. 2012)
e sais de minerais de Vogel (VOGEL, 1956).

Para separacdo do caldo de cultivo da biomassa a solucéo foi centrifugada (1500 x
durante 30 min.) e entdo dialisada contra agua (4 ° C) utilizando tubos de dialise (1.3 in. MW
11331, da Sigma-Aldrich). Para recuperacdo do exopolissacarideo, foi adicionado etanol
absoluto ao caldo fermentado e mantido de um dia para o outro em geladeira. O EPS
precipitado foi ressuspendido em agua destilada a 60 ° C, sob agitacdo. O EPS
ressolubilizado foi submetido a intensas dialises contra agua destilada (6 dias, com trocas de

agua 3 vezes ao dia).
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4.3.Desenho experimental

O numero total de ratos, 84, foi dividido em grupos de 12 animais cada, como
mostrado a seguir na Tabela 1. Primeiramente os animais foram tratados via gavagem por
28 dias (tratamento sub-cronico). Os ratos dos grupos LPS-SAL e SAL-SAL receberam
como tratamento salina (cloreto de sddio 0,9%). Os animais dos grupos LPS-05mg e LPS-
10mg receberam 05 e 10mg/kg de lasiodiploadana, enquanto os dos grupos LPS-15mg e
SAL-15mg receberam 15mg/kg de lasiodiplodana. Apés o periodo de tratamento todos os
ratos passaram por intervencdo cirurgica (estereotaxia, explicada detalhadamente no tépico
4.4), exceto os animais do grupo CONTROLE-TOTAL (CT) que ndo sofreram nenhum tipo

de estresse, e foram gentilmente manipulado por 10min./dia.

Tabela 1 - Grupos experimentais

N° Grupo Gavagem Int-er’ver-lgéo
cirargica

1 LPS-SALINA (LPS-SAL) Salina LPS

2 LPS-05mg B-glucana lasiodiplodana (05 mg/kg) LPS

3 LPS-10mg B-glucana lasiodiplodana (10 mg/kg) LPS

4 LPS-15mg B-glucana lasiodiplodana (15 mg/kg) LPS

5 SALINA-SALINA (SAL-SAL) Salina Salina

6 SALINA-15 mg (SAL-15mg) B-glucana lasiodiplodana (15 mg/kg) Salina

7 CONTROLE TOTAL (CT) - -

4.4. Estereotaxia e inducdo da neuroinflamacéo

Apbs os 28 dias de tratamento, os ratos de todos 0s grupos, exceto do grupo CT,
passaram por processo cirdrgico apds serem anestesiados com uma solugdo na proporcao de
80 mg/kg de cloridrato de ketamina para 15 mg/kg de cloridrato de xilasina e levados a um
aparelho estereotéaxico digital (INSIGHT®), onde suas cabegas foram fixadas pelo rochedo
temporal e incisivos superiores (conforme Figura 5).

Para os animais dos grupos LPS-SAL, LPS-05 mg, LPS-10mg e LPS-15mg a
substancia LPS (oriundo de Escherichia coli 055: B5; Sigma®) foi dissolvida em salina na
concentragédo de 2,5 mg/mL e administrada intra-hipocampo (regido CA1) bilateralmente na

dose de 10 ug/ lado, através da infuséo de 4 ul durante 10 min como preconizado por Souza
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(2016). Foram utilizas as coordenadas para cirurgia estereotaxica de Paxinos e Franklin
(2001). Os animais dos grupos SAL-SAL e SAL-15mg foram submetidos ao mesmo
procedimento, mas receberam veiculo (salina) apenas. Foi utilizada uma bomba de micro
injecdo, injetando lentamente as substancias para evitar refluxo durante e apds o

procedimento (0,2ul/30s.). Apds a injecdo, a cabeca dos animais foi suturada.

":;’i ‘ A2
Figura 5 - Cirurgia esteotaxica para microinjecdo bilateral de solug@es na regido CA1 do hipocampo. Fonte:
do autor.

4.5.Testes comportamentais

Para avaliar os possiveis beneficios da lasiodiplodana com relacdo ao
comportamento animal, foram utilizados com todos 0s grupos experimentais 0s seguintes
labirintos: labirinto em cruz elevado, labirinto de campo aberto, labirinto aquatico de Morris
e labirinto octogonal. Todos estes testes comportamentais foram feitos uma Gnica vez ap6s

0 processo cirurgico de estereotaxia ou entdo no mesmo momento com o grupo CT.

4.5.1. Tarefas de controle comportamental

Para analisar a atividade exploratéria e locomotora dos animais e assegurar que
nenhum dos procedimentos realizados (cirurgia estereotaxica, por exemplo) prejudicou o
comportamento dos objetos deste estudo, foram realizados testes nos labirintos em cruz
elevado e campo aberto como descrito a seguir.

45.1.1. Labirinto em cruz elevado

Neste estudo, foi utilizado um labirinto em cruz elevado de madeira, mantido a 50

cm do ch&@o e composto por 4 bracos, sendo 2 abertos (BAS) e 2 fechados (BFs), medindo
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50 x 10 cm cada e uma arena central de 10 x 10 cm no cruzamento entre os bragos (Figura
6). Cada animal foi colocado na arena central com a cabeca voltada para um dos BFs.
Quesitos como: numero de entradas nos bracos abertos e fechados e o tempo de permanéncia
nestes bracos foram avaliados. Esta tarefa objetiva avaliar o comportamento de ansiedade e
anedonia dos animais, deixando-os explorar 0 equipamento por um periodo de 5 minutos
(PELLOW et al, 1985).

Figura 6 - Labirinto em cruz elevado. Fonte: do autor.

4.5.1.2. Labirinto de campo aberto: atividade locomotora e exploratoria

O labirinto de campo aberto (Figura 07) foi utilizado primeiramente para avaliar a
atividade locomotora dos animais. O Campo aberto consiste em uma caixa arredondada de
material acrilico com base divisoria em formato de campo. A base possui 100 cm x 100 cm,
sendo dividida em 12 quadrantes. As dimens@es do aparelho sdo: 50 cm de altura por 90 cm
de didmetro. Por ser de material acrilico, este labirinto permite total visualizagdo do
comportamento do animal. Cada rato foi gentilmente colocado neste equipamento, com a
face virada para um dos vértices do piso e deixado explorar por um periodo de 5 minutos.
Esta tarefa teve como objetivo avaliar as alteraces da atividade locomotora, exploratoria e
sugerir uma correlagdo a distdrbios emocionais como medo e ansiedade nos diferentes
grupos de animais. Parametros como: o ato de defecar (n° de fezes), locomocéao horizontal/
cruzamentos (numero de passagens do animal sobre as linhas marcadas no chéo), atividades
verticais (a¢Oes de rearing e leaning — figura 7A e 7B), face grooming (ato de higienizacdo
da pelagem — figura 7C), freezing (tempo que o animal permanece imdvel) foram
contabilizados e analisados durante o tempo de 5 minutos em que os animais ficaram dentro
do labirinto (BARROS et al, 2001).
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Figura 7 - Labirinto de campo aberto — analise locomotora e exploratéria. Fonte: do autor.
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Figura 8 - Parametros comportamentais avaliados durante a tarefa de campo aberto. A) Rearing; B) Leaning
e C) Face grooming. Fonte: do autor.

4.5.2. Tarefas para avaliacdo de memoria

4.5.2.1. Labirinto de campo aberto: reconhecimento de objeto

O labirinto de campo aberto (ja descrito no item 4.5.1.2.) foi novamente utilizado para
a tarefa de reconhecimento de objeto, protocolo descrito por Bevins & Besheer (2006). Para
este teste de memoria sdo necessarios 3 dias de experimento. No primeiro dia 0s animais sao
gentilmente colocados no centro do labirinto, permanecendo nele por 10 min. Este dia
caracteriza-se como uma habituagéo ao ambiente. No segundo dia os animais s&o novamente
colocados no aparato, onde agora ha dois objetos idénticos em seu interior (sesséo de treino).
Neste momento os animais séo deixamos no labirinto por 5 min. para que possam explorar
0s objetos apresentados. 24hh depois, no terceiro dia, um dos objetos é substituido por um

objeto novo (sessdo de teste), como mostra a Figura 09 e a imagem ilustrativa 10. Entre uma
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sessdo e outra o aparato e os objetos |4 dispostos foram limpos com alcool 70% para evitar
pistas olfativas.

Durante ambas as sessdes (treino e teste), foram determinados os tempos de
exploracdo do animal com os objetos, sendo considerado exploracdo quando o animal fica
com o focinho no minimo 0,5 cm do objeto. O indice de discriminacdo foi entdo calculado
pelo tempo total de exploracéo do objeto novo, divido pelo tempo de exploracdo de ambos
0s objetos, e usado como um parametro cognitivo [T obj. novo (B)/T obj. novo (B) + T obj.
familiar (A)]. O intuito desta tarefa € analisar o tempo dispendido pelos animais explorando
0s objetos. Os ratos sdo exploradores por natureza, portanto, o tempo de exploracao do objeto
novo € proporcional a capacidade destes animais de recordar que antes aquele objeto ndo

estava la.

Figura 9 - Labirinto de campo aberto — tarefa de reconhecimento de objeto. Fonte: do autor.

Treino Teste

24h:

Figura 10 - Imagem ilustrativa da tarefa de reconhecimento de objeto realizada no labirinto de campo aberto.
Fonte: do autor.

4.5.2.2.Labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquatico de Morris, ou, Morris Water Maze, é uma tarefa comportamental

que visa avaliar a memoria espacial e os processos mnemonicos de ratos. O aparato consiste
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de uma piscina que mede 150 centimetros de didmetro com profundidade de 50cm. O mesmo
se encontra em uma sala, livre de ruidos e odores, em que nas paredes encontram-se dicas
visuais que tém a finalidade de guiar o animal a plataforma de escape. Durante o treino, essa
plataforma encontra-se submersa a 3 cm do nivel da &gua. O treino consiste em 8 trials
(largadas) por rato, durante 5 dias. A piscina é digitalmente dividida em quadrantes: Nortes,
Sul, Leste e Oeste (Figura 11). Em cada trial o animal é gentilmente colocado,
randomicamente, em um dos quadrantes. Durante a fase de treino os animais tém 5 min. para
encontrar a plataforma de escape, e caso iSso ndo ocorra, 0 pesquisador guia-o até a mesma
e deixa-o l4 por 30 s antes de comecar o proximo trial. 24 h apds o ultimo dia de treino, os
animais sdo submetidos a um trial teste que tem como tempo maximo 1 min e 30 s. Neste
momento a plataforma € retirada do aparato. Os parametros: tempo de laténcia (L) — tempo
que o animal demora para encontrar o local onde estava plataforma; nimero de cruzamentos
(C) — namero de vezes que o animal passou pelo local onde estava a plataforma; tempo de
permanéncia (P) — tempo que o animal despendeu no quadrante alvo (quadrante onde se
encontrava a plataforma) foram analisados neste momento. Esta tarefa permite o estudo da
aprendizagem/memoria espacial e de processos mnemonicos considerados dependentes do
hipocampo. (BONINI, et al, 2007; BROMLEY-BRITS et al, 2011; SILVA et al, 2012;).

Figura 11 - Labirinto Aquatico de Morris — Diviséo virtual dos quadrantes. Fonte: do autor.
4.5.2.3.Labirinto octogonal

O labirinto octogonal (Radial Maze ou entdo labirinto radial de 8 bracos), possui uma
plataforma central de 20 centimetros de didmetro. A esta plataforma, ligam-se 8 bracos, cada
um com 180 x 109 x 470mm (altura x largura x comprimento), como demonstrado na Figura

12. O aparelho é monitorado por sensores e as portas sdo acionadas por motor elétrico.
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Figura 12 - Labirinto Octogonal. Fonte: do autor.

A tarefa utilizada para avaliar a memdria dos animais nesse aparato segue o protocolo
estabelecido por Pirchl, Kemmler, Humpe (2010) com adaptac6es. O procedimento teve, ao
todo, 10 dias de duracdo, como resumido na figura 12. Neste periodo os animais foram
submetidos a privacdo de alimento, com restricdo de 2 g de ragdo por animal por dia nas
caixas moradias. Os animais alcangaram aproximadamente 80-85% do seu peso ao final do
10°dia. Os bragos 1, 4, 5 e 7 do labirinto tinham sinais visuais pequenos acima de suas portas
e maiores na parede no final dos respectivos bragos (triangulo, barras verticais, “X” e um
quadrado), como mostra a Figura 13. Os 10 dias de procedimento foram realizados da

seguinte forma (Figura 14):

Dia 01 e 02: Somente privacao de alimento.
Dia 03: Os animais comegaram a fase de habituagéo e treinamento no labirinto. Cada rato
foi submetido a 4 corridas diferentes:
I.  As portas de todos os bracos permaneceram abertas e o0s bragos continham
recompensas em suas extremidades;
Il.  As portas abriam e fechavam a cada 5 min., ainda todos os bragos continham
recompensa em suas extremidades;
1. Somente as portas dos bracos 1, 4, 5 e 7 permaneciam abertas e com recompensa em
suas extremidades;
IV.  Somente os bracos 1, 4, 5 e 7 tinham recompensa em suas extremidades, porém,
agora todas as portas permaneciam abertas.
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Cada corrida chegava ao fim no momento em que o animal encontra todas as recompensas
a ele oferecidas, ou entéo, apds 10 min.

Dia 06 - 10: Durante estes dias os animais passaram pela fase de retencdo. Todos os animais
foram submetidos a 5 corridas idénticas diariamente. Nestas corridas somente os bracos 1,
4,5 e 7 possuiam recompensa em suas extremidades; os ratos eram colocados no centro do
labirinto com todas as portas fechadas; apds 10 s todas as portas se abriam; depois da entrada
do animal em um braco, os demais se fechavam; apos o retorno do animal ao centro, todos
os bragos fechavam e assim sucessivamente. Cada corrida chegava ao fim quando o animal
ingerisse todas as recompensas a ele fornecidas, ou, apds 10 min. Antes de toda corrida o
interior do aparato foi limpo com alcool 70% para evitar pistas olfativas.

]

i

Figura 13 - Dicas visuais expostas acima das portas do labirinto octogonal e nas paredes que cercam o aparato.
Fonte: do autor.

Dia = 1 3 6 7 8 9 10
/ \ \Sl S2 S3 S4 S5 )
Inicio da privagio Habituagao/ Y
de alimento Treinamento Retengio
(4 corridas/rato) (5 corridas/rato/sessio)

Figura 14 - Protocolo da tarefa de avaliagcdo de memoria no labirinto octogonal (S1-S5: sessGes 1-5; quadrantes
cinza: dias sem nenhuma corrida). Fonte: do autor.
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A avaliagdo dos erros cometidos pelos animais no labirinto octogonal baseou-se na
defini¢do de erro de memoria de trabalho e de erro de memoria de referéncia proposto por
Jarrard et al. (1984), como exposto na Figura 15. Resumidamente, se a primeira visita do
animal fosse em um braco que continha recompensa (1, 4, 5 e 7) a mesma seria considerada
uma escolha certa (acerto), ja se a primeira visita fosse em um braco sem recompensa (2, 3,
6 e 8), essa seria definida como um erro de memoria de referéncia (EMR). Além disso, visitas
repetidas nos bracos onde estavam as recompensas foram classificadas como erro de
memoria de trabalho (EMT), enquanto visitas repetidas nos bracos que nunca tiveram
recompensas foram chamadas de erro de memoria de trabalho-referéncia (EMTR). Outro
parametro avaliado foi a porcentagem de acertos (% acertos), o qual foi calculado pela

formula a sequir:

Recompensas encontradas X Recompensas X 100
Visitas 4

Por exemplo, se um animal encontrasse as 4 recompensas sem cometer nenhum erro,
0 mesmo alcancaria 100% de escolhas corretas [ (4/4) x (4 x 100/4) ]. Por outro lado, se um
animal encontrasse 3 recompensas e ndo cometesse nenhum erro, ele atingiria o total de 75%
de escolhas corretas [(3/3) x (3 x 100/ 4)].

Em todos os casos supracitados, uma visita a um dos bracos do labirinto s6 era
considerada como tal, se 0 animal chegasse até a parte distal do braco, onde o recipiente de

recompensas esté localizado.

Bragos com recompensa Bragos sem recompensa
| 1" visita | | Visita repetida | | 1* visita | | Visita repetida |
| Escolha correta | | EMT | | EMR | | EMTR

Figura 15 - Definicdo de erro no labirinto octogonal. EMT: Erro de memdria de trabalho; EMR: Erro de
memodria de referéncia; EMTR: Erro de memodria de trabalho-referéncia. Fonte: do autor.
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4.6.Eutanésia e coleta de amostras bioldgicas

Os ratos foram anestesiados e depois de verificado o estado anestésico foram
eutanasiados, por decapitacdo. Logo apds foi realizada a retirada do encéfalo e entdo,
hipocampo de todos os animais. A porcdo esquerda do cérebro, mais especificamente a
porcdo esquerda do hipocampo foi colocada em Tris/HCI 30 mM pH 7.4 para posterior
analise de TBARS. O hemisfério direito foi armazenado em PBS (tampéo fosfato salino)

para analise de Nitrato/nitrito.

4.7.Anélises laboratoriais

4.7.1. Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A partir de um estado de estresse oxidativo no organismo, um dos eventos mais
comuns € a peroxidacdo de estruturas lipidicas pelo excesso de espécies reativas (radicais
livres) formadas. Esses hidroperoxidos de lipidios sdo metabolizados pela célula, formando
em sua maioria, aldeidos. Dentre os diversos metabdlitos desses lipidios, o malonildialdeido
(MDA) ¢é o metabodlito formado em maior abundancia. Através da reagdo com o acido
tiobarbitdrico (TBA), estruturas aldeidicas, como MDA, formam um produto colorido
(rosado), mensuravel através de espectrofotometria. Desta forma, para quantificacdo de
TBARS nas amostras de tecido cerebral dos animais do presente estudo foi utilizado a
técnica de Ohkawa et al. (1979) com alteraces.

A preparacdo do homogeneizado consiste em remover o hipocampo, homogeneizar
em Tris HCI 30 mM, pH 74 na proporcdio 1.5 (peso/volume) com
homogeneizador/emulsificador tipo turrax (MA102 — New Quimica®) e centrifugar para
obter o sobrenadante limpido. Do homogeneizado, retirar 200 uL de amostra e adicionar 200
puL de BHT 80 uM (di-terc-butil metil fenol) e utilizar o homogeneizador/emulsificador o
homogeneizador/emulsificador para homogeneizar. Separadamente € necessario preparar o
sistema que é composto de: 800 uL de TBA 0.8 %, (acido tiobarbiturico) 800 pL de acido
acetico, 320 uL de SDS 8.1% (docecil sulfato de sodio) e 160 pL de agua destilada (volume
suficiente para analise de uma amostra). Como padrdo fora utilizada o MDA 0,3 mM
(1,1,3,3-Tetrametoxipropano). No tubo reacional foram colocados a amostra previamente

preparada como citado acima, agua e o sistema. Os tubos foram deixados em banho maria
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(Q218- Quimis®) a 100°C por 1h. Feito isso, resfriou-se com agua corrente e com auxilio
de cubetas de vidro foi realizada a leitura da absorbancia no espectrofotémetro (V-1100D -
Proanalise®) em um comprimento de onda de 544nm. Os resultados foram expressos em
nmol de MDA/qg tecido.

4.7.2. Oxido nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) é um radical livre formado a partir da metabolizacdo da L-
arginina pela ativagdo da enzima oxido nitrico sintetase (NOS). Por conta da meia vida do
NO ser extremamente curta (10 a 60 s nos tecidos) e sua concentracdao infima, uma forma
indireta de dosar esse radical € através da dosagem de nitrato e nitrito (produtos da reacdo
do NO com o oxigénio) (ARCHERS, 1993). Para esta andlise foi usado um kit préprio para
analises laboratoriais de cunho experimental, Cayman Chemical®. O kit consiste na
mensuracao da concentracdo total de nitrato/nitrato nas amostras por método colorimétrico.
A primeira etapa fundamenta-se na converséo de nitrato a nitrito utilizando a enzima nitrato
redutase. Feito isso é adicionado o reagente de Griess, o qual converte o nitrato em um
cromoforo de cor purpura intenso. Os resultados foram lidos em espectrofotdmetro
(SPECTROMAX100 - Molecular Devices®), a 540 nm.

4.8.Anélise estatistica

Os dados foram organizados em planilhas de Microsoft Office Excel 2016® e os
testes estatisticos foram realizados utilizando o software SPSS para Windows. Os resultados
foram apresentados como média + erro padrdo. Comparacdes estatisticas foram feitas pela
ANOVA com 95% de confianga e com post hoc de Tukey (significancia de P<0,05), entre

os resultados dos sete grupos de estudo.

5.RESULTADOS

5.1.Tarefas de controle comportamental

Os dados encontrados nos testes de cruz elevado e campo aberto foram comparados

entre 0s grupos para verificar qualquer interferéncia relacionada a atividade exploratéria e a
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emocao dos animais que pudesse interferir nos resultados comportamentais de avaliacdo de
memdria. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nas tarefas de controle

comportamental entre 0s grupos como mostram os graficos abaixo (Figuras 16 e 17).

Labirinto de cruz elevado

~TIITIIT m Hi 1111111 lll m AARARI

N2 E.B.A. T.P.B.A. ( N2 E.B.F. T.P.B.F. (s) N2 FEZES
Grupos experimentais
B LPS-SAL mCT B LPS-5mg LPS-10mg B LPS-15mg B SAL-SAL B SAL-15mg

Figura 16 - Comparacdo dos pardmetros avaliados na tarefa de controle comportamental no labirinto de cruz
elevado. Os valores estdo dispostos em média + EPM (n = 10-12). N° E.B.A. = NUmero de entradas nos bracos
abertos; T.P.B.A.= Tempo de permanéncia nos bragos abertos; N° E.B.F.= Numero de entradas nos bragos
fechados; T.P.B.F. = Tempo de permanéncia nos bragos fechados; N° fezes = Nimero de fezes.

Labirinto de campo aberto
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Figura 17 - Comparacdo dos parametros avaliados na tarefa de controle comportamental no labirinto de campo
aberto. Os valores estdo dispostos em média £ EPM (n = 10-12).

5.2.Tarefas para avaliagdo de memoria
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5.2.1.Labirinto aquatico de Morris

Os dados referentes ao dia do teste dos ratos no Labirinto Aquéatico de Morris, estdo
dispostos nas Figuras 18, 19 e 20.

Foi possivel observar que o tempo de laténcia dos animais dos grupos CT, SAL-
SAL e SAL-15mg foi significativamente (P<0,04) menor que o tempo dos ratos do grupo
LPS-SAL ou seja, os animais levaram menos tempo para chegar ao local onde antes estava
a plataforma. Ja os animais do grupo tratado LPS-15mg tiveram maior tempo de laténcia

quando comparados com os grupos CT e SAL-SAL (P<0,03).

30
.
20
1 i i i

LPES-SAL SAl-5al SAL-15meg LPS-5mg LPS-10mg  LPS-15mg
Grupos experimentais

Laténcia|s)
L
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Figura 18 - Comparacdo do tempo de laténcia avaliado na tarefa realizada no Labirinto Aquético de Morris.
Os valores estdo dispostos em média £ EPM (n = 8), em segundos (s). *P <0,04; Teste Tukey comparando com
0 grupo LPS-SAL. #P<0,03; Teste Tukey comparando com os grupos CT e SAL-SAL.

Para o parametro tempo de permanéncia, que se refere ao tempo que os animais
dispendem no quadrante alvo (onde antes se encontrava a plataforma de escape), 0 grupo
LPS-SAL e novamente o grupo tratado LPS-15mg obtiveram tempo significativamente

(P<0,04) menor quando comparados ao grupo CT.
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Figura 19 - Comparagdo do tempo de permanéncia avaliado na tarefa realizada no Labirinto Aquético de
Morris. Os valores estdo dispostos em média £ EPM (n = 8), em segundos (s). *P<0,04; Teste Tukey
comparando com o grupo CT.

O ndmero de cruzamentos foi também contabilizado e mostrou-se
significativamente maior (P <0,04) para os grupos CT, SAL-SAL e SAL-15mg comparando-
0s com o grupo LPS-SAL. O grupo que recebeu 15 mg/kg de pB-glucana, LPS-15mg, obteve
um namero significativamente menor (P < 0,03) de cruzamentos quando comparado com o
grupo SAL-SAL e SAL-15mg.

SAL-5AL 5AL-15mg LF5-5mg LP5-10mg  LPS-15mg

Cruzamentas [ME)
= (5] [F] o Ln ()] £ £

(=]

Grupos experimentais

Figura 20 - Comparagdo do tempo de cruzamentos avaliado na tarefa realizada no Labirinto Aquético de
Morris. Os valores estdo dispostos em média £ EPM (n = 8), em n° de cruzamentos. *P<0,04; Teste Tukey
comparando com o grupo LPS-SAL.# P<0,03; Teste Tukey comparando com o grupo SAL-SAL e SAL-15mg.
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No que se diz respeito as demais doses, 05 e 10 mg/kg, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, porém, pode-se observar uma tendéncia nos parametros
laténcia e cruzamento em se aproximarem dos valores obtidos pelos grupos CT, SAL-SAL
e SAL-15mg.

5.2.2. Campo aberto — reconhecimento de objeto

Os resultados da tarefa de reconhecimento de objeto aplicada nos grupos
experimentais do presente estudo estdo dispostos na Figura 21.

Foi possivel observar que houve diferenca significativa (P<0,001) entre os grupos
CT, SAL-SAL e SAL-15mg quando comparados com o grupo LPS-SAL, a favor dos
primeiros grupos. Ja os grupos tratados, LPS-5mg e LPS-15mg tiveram um indice de
discriminacdo significativamente menor (P<0,01) do que os grupos saudaveis CT, SAL-SAL
e SAL-15mg. O grupo de dose intermediaria, LPS-10mg, ndo foi significativamente
diferente dos demais grupos, porém, é possivel observar uma tendéncia nos resultados ao se

aproximarem dos grupos controle: CT, SAL-SAL e SAL-15mg.
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Indice de discriminagao

Figura 21 - Comparacdo dos valores de indice de discriminagdo na tarefa de reconhecimento de objeto. Os
valores estdo dispostos em média £ EPM (n = 10). *P<0,001; Teste Tukey, comparando com o grupo LPS-
SAL.#P<0,01; Teste Tukey, comparando com os grupos CT L, SAL-SAL e SAL-15mg.
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5.2.3. Labirinto octogonal

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os animais dos grupos LPS-
SAL e CONTROLE-TOTAL com relacdo a tarefa no Labirinto Octogonal. Os resultados

estdo dispostos na tabela a seguir (Tabela 02).

Tabela 2 - Comparacgdo dos valores obtidos dos cinco pardmetros avaliados no Labirinto Octogonal entre os
grupos na 102 sessdo de retencédo

Parametros avaliados no Labirinto Octogonal =~ Grupos LPS-SAL Grupo CT

Acertos 4,28 +0,18%2 4,28 +0,28%
% de acertos 76,53 + 8,872 79,34 +1,872
EMT 3,28+0,522 2,14+1,12°2
EMR 0,71+0,182 0,43+0,202
EMTR 0@ 0

% de acertos = porcentagem de acertos; EMT= Erro de memodria de trabalho; EMR= Erro de meméria de
referéncia; e EMTR= Erro de memdria de trabalho-referéncia. Os valores estdo dispostos em média + EPM (n
=7) obtidos através do Test t ndo pareado. Letras diferentes sdo significativamente diferentes entre si.

E importante notar que, ambos os grupos obtiveram diferenca significativa nos
valores dos parametros avaliados no teste do labirinto octogonal quando comparamos o

primeiro dia de treinamento com o Gltimo (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacédo dos valores obtidos dos cinco parametros avaliados na tarefa no Labirinto Octogonal
do mesmo grupo no primeiro e no Gltimo dia do teste de retencao.

Parametros avaliados no Grupos LPS-SAL Grupo CT
Labirinto Octogonal 1° dia 5° dia 1° dia 5° dia
Acertos 1,86+ ,34  4,29+,18° 3,00 +,31 4,29 +,29*
% de acertos 42,41 + 4,28 e 41,17 +3,73 70,532
1,87@ 8,87*
EMT 9,71 +1,69 3,29+52% 700+3,73 214+1712*%
EMR 314+,34 0,71+,189 1,86+ 34 0,71+ ,29
EMTR 743+208 0,00+,000 371+,97 0,00 + ,00*

% de acertos = porcentagem de acertos; EMT= Erro de meméria de trabalho; EMR= Erro de memoria de
referéncia; e EMTR= Erro de memdria de trabalho-referéncia. Os valores estdo dispostos em média £ EPM (n
= 7) obtidos através do Test t pareado. *P<0,02; #P< 0,01; ®P<0,0001, comparando com a média do primeiro
dia.
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Por essa razdo, esta tarefa ndo foi utilizada para avaliar amemaria dos demais grupos,
uma vez que o grupo neuroinflamado (LPS-SAL) conseguiu realiza-la com sucesso.

5.3. Analises laboratoriais
5.3.1. Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

O resultado da andlise quantitativa de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS) estdo dispostos na Figura 22.

Pode-se observar que o nivel de TBARs para os grupos CT e SAL-SAL foram
semelhantes entre si. J& o grupo LPS-SAL demonstrou niveis mais altos destas substancias
quando comparado com os grupos controle, CT, SAL-SAL e SAL-15mg. O grupo SAL-
15mg demonstrou ser diferente de todos os grupos do presente estudo.

Ao que se diz respeito aos grupos tratados com a -glucana lasiodiplodana, ambos os
grupos de maior e menor dose (LPS-5mg e LPS-15mg) tiveram o nivel de TBARS
semelhante ao do grupo LPS-SAL. Por outro lado, o grupo LPS-10mg atingiu niveis de

TBARSs similares ao grupo controle SAL-SAL, porém ndo teve niveis semelhantes ao grupo

CT.
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Figura 22 - Alteracdo nos niveis de TBARs no hipocampo de ratos. Os valores estdo dispostos em média +
EPM (n = 11-12), teste Tukey. Letras diferentes sdo significativamente diferentes entre si (P<0,01).
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5.3.2. Nitrato/nitrito

Os niveis de nitrato/nitrito analisados no cértex cerebral dos animais do presente
estudo estdo dispostos na Figura 23.

Foi possivel observar que os niveis de nitrato/nitrito dos grupos tratados, LPS-5mg e
LPS-15mg, foram similares aos do grupo LPS-SAL. J& o grupo com dose intermediaria,
LPS-10mg, obteve niveis de nitrato/nitrito semelhante aos dos grupos controle, CT e SAL-
SAL. Ja o grupo controle que recebeu a dose mais alta de B-glucana, SAL-15mg, demonstrou

resultados diferentes de todos 0s grupos.
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Figura 23 - Alteracdo nos niveis de Nitrato/nitrito no cortex cerebral de ratos. Os valores estdo dispostos em
média £ EPM (n =11-12), Teste Tukey. Letras diferentes sdo significativamente diferentes entre si (P<0,0001).

6. DISCUSSAO

Os resultados dos testes realizados para controle comportamental foram satisfatorios
pelo fato de ndo haver diferenca significativa em nenhum parametro avaliado comparando
0S grupos experimentais. Isso demonstra que 0s animais de todos 0s grupos apresentaram o
mesmo status emocional (analisado no labirinto de cruz elevado), e ndo apresentaram
prejuizo em suas atividades exploratéria e locomotora (analisadas no labirinto de campo
aberto). Se um ou mais grupos apresentasse resultado diferente dos demais, 0 mesmo poderia

ser julgado como um interferente e influenciar negativamente os resultados das tarefas de
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avaliacdo de memodria e aprendizagem (ASHWELL, 1987; LEE & RABE, 1992; LLORENS
et al, 1993).

Sobre as andlises de dano oxidativo, observou-se que o nivel de TBARs do grupo
LPS-SAL foi maior do que o nivel dos grupos controle, CT, SAL-SAL e SAL-15mg
(P<0,01). Como o TBARs é um marcador de peroxidacdo lipidica, é possivel supor que a
neuroinflamacdo acarretada pela administragdo de LPS causou este quadro no cérebro dos
ratos. Este mesmo pardmetro se mostrou aumentado em outros estudos, corroborando com
o0s achados do presente trabalho (ABARESHI et al, 2016).

Os ratos saudaveis que receberam 15 mg/kg de lasiodiplodana tiveram seus niveis de
nitrato/nitrito e TBARS diferentes dos demais grupos saudaveis, CT e SAL-SAL (P<0,0001
e P<0,01 respectivamente). Estes resultados sugerem que radicais livres foram formados em
excesso no cérebro destes animais. Os niveis destes parametros ndo se equipararam aos
encontrados no grupo neuroinflamado (LPS-SAL), portanto, ndo hé evidéncias de que a dose
de 15 mg/kg esteja ocasionando um quadro de peroxidacdo lipidica e/ou estresse oxidativo
cerebral, porém, ndo se pode descartar a hipdtese de que a lasiodiplodana nesta concentracao
esteja dando inicio a um processo toxico.

O efeito toxicologico in vivo da administracdo via gavagem de 50 mg/kg de
lasiodiplodana foi testato por Turmina et al (2012) com relacdes a parametros hematoldgicos
e histopatoldgicos (sendo analisadas laminas histoldgicas de figado, coracdo, rim e baco).
Este estudo demonstrou que a B-glucana ndo ocasionou alteragdes em nenhuma anélise
realizada em camundongos independente de género. Nenhum teste bioquimicos ou
histopatoldgico foi realizado para verificar o efeito da administracdo de altas concentracoes
de lasiodiplodana no cérebro dos animais, impossibilitando a elucidacdo da consequéncia
dessa administracdo a nivel de sistema nervoso central. Portanto, novos testes toxicoldgicos
s80 necessarios para testar e analisar com maior precisao, se a concentracao de 15 mg/kg de
lasiodiplodana pode mesmo causar este efeito in vivo.

Ao que se diz respeito aos grupos neuroinflamados tratados com a B-glucana
lasiodiplodana, ambos o de maior e menor dose (LPS-5mg e LPS-15mg) tiveram o nivel de
TBARs semelhante ao do grupo LPS-SAL, o que indica que essas doses ndo foram eficazes
em diminuir ou anular a peroxidacédo lipidica no cérebro dos animais. Por outro lado, o
grupo LPS-10mg atingiu niveis de TBARs similares ao grupo controle SAL-SAL, sugerindo
que esta dose foi eficaz em diminuir a peroxidacdo lipidica causada pelo modelo de

neuroinflamacao.
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Outro dado correlacionando o modelo de neuroinflamagdo com o dano oxidativo foi
a formacdo de nitrato/nitrito (produtos da reacdo do NO com o oxigénio) no cortex cerebral
dos animais. Foi possivel observar que os niveis de nitrato/nitrito do grupo LPS-SAL foram
diferentes dos grupos saudaveis (P<0,0001), CT e SAL-SAL. Altos niveis deste radical livre
e alteracGes em outros marcadores de estresse oxidativo como enzimas superoxido dismutase
(SOD) e catalase em amostras de tecido cerebral de ratos submetidos ao modelo de
neuroinflamacéo ja foram descritos na literatura (ABARESHI et al, 2016).

Os valores dos grupos LPS-5mg e LPS-15mg foram similares aos do grupo
neuroinflamado sem tratamento, LPS-SAL. Este resultado sugere que ambas as doses, mais
baixo e mais alta, ndo sdo eficazes de amenizar o quadro de estresse oxidativo instalado pelo
modelo. J& o grupo com dose intermediaria, LPS-10mg, obteve niveis de nitrato/nitrito
semelhante aos dos grupos controle, CT e SAL-SAL. A partir destes resultados é possivel
afirmar que esta dose foi eficaz em diminuir a producéao dos radicais nitrato/nitrito no cérebro
de animais neuroinflamados.

A neuroinflamacao presente no cérebro de paciente com a DA induz ao quadro de
estresse oxidativo, o qual esta intimamente ligado ao processo neurodegenerativo da doenca
(LOPATEGUI, BATISTA, PENTON ROL, 2014). O mesmo acontece nos animais
submetidos a injecdo intrahipocampal de LPS. Ao administrar o LPS no hipocampo,
micrdglias sdo ativadas e consequentemente reagirdo ao dano produzindo mediadores
inflamatérios (NAVA et al, 2016; LESZEK et al, 2016; WANGE et al, 2013). A
hiperatividade das células da glia, observada com frequéncia em modelos experimentais
neurodegenerativos, pode gerar a liberacdo de citocinas, radicais livres, EROs, fatores
complemento e 6xido nitrico (GLASS et al, 2010; GORDON, et al, 2016; GRIFFIN et al,
1998). EROs sdo altamente reativos e atacam varias classes de biomoléculas, como DNA,
proteinas e lipidios. Quando ocorre a peroxidacdo dos lipidios, como é o caso dos acidos
graxos poliinsaturados, esta reacdo é chamada de peroxidacdo lipidica. A peroxidacao
lipidica por sua vez gerara mais radicais livres, os quais contribuirdo para disfungéo neuronal
e morte celular, criando entdo um ciclo vicioso. Todo esse processo enfim, causa um quadro
de estresse oxidativo (TSIKAS, 2016).

A diminuicdo dos niveis de nitrato/nitrito e TBARs ocasionado pela dose de 10
mg/kg de lasiodiplodana indica que este composto pode atuar por uma via antioxidante,
diminuindo os niveis de radicais livres e de peroxidacdo lipidica gerados pelo modelo de
neuroinflamacéo utilizado e por consequéncia, amenizando o quadro de estresse oxidativo

instalado.
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Malfatti et al (2017) relatou que a dose de 0,01pg/uL de lasiodiplodana foi capaz de
reduzir significativamente (308%) os niveis de TBARSs no cérebro de ratos submetidos a um
modelo de convulséo. Resultados estes sugerem que a lasiodiplodana foi capaz de proteger
0 cérebro dos animais dos efeitos deletérios do modelo através de uma via antioxidante,
possivelmente interferindo em uma cascata de eventos neuroquimicos que provocam a morte
celular, como o ataque dos radicais livres as membranas bioldgicas.

O efeito antioxidante da lasiodiplodana ja foi testado também in vitro, por Kagimura
e colaboradores (2015), que comprovaram a capacidade deste composto em sequestrar
radicais cation ABTS e DPPH. O achado deste trabalho com relacdo a atividade antioxidante
da lasiodiplodana vai de acordo com a premissa de Zhang et al (2013), que sugere que 0 peso
molecular influencia diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
bioldgicas das biomoléculas. Xu & Du (2014) afirmam que B-glucanas com alto peso
molecular exibem maior atividade antioxidante quando comparadas com glucanas de menor
peso. Malfatti et al (2017) relatou que o peso molecular estimado da lasiodiplodana é de
>1,4 x10° Da, e que 0 mesmo pode por sua vez influenciar positivamente o potencial
antioxidante desta -glucana.

Sugere-se também que esta -glucana possa atuar diretamente no inicio do processo,
como um anti-inflamatorio, evitando que os radicais livres sejam gerados exacerbadamente
pelo processo neuroinflamatdrio tipico do modelo utilizado. Kagimura et at (2015) sugere
que entre as principais aplica¢bes das D-glucanas esta a aplicacdo farmacéutica, em especial
como um agente terapéutico com atividade anti-inflamatdria. Diferentes concentragdes dos
trés EPS produzidos pelo fungo L. theobromae MMBJ foram testadas quanto a sua
capacidade de produzir citocinas pro-inflamatorias (TNF-a) em cultura celular. Os
resultados mostraram que mesmo a menor dose, 25 pg/ml, foi capaz de produzir maiores
niveis de TNF-o comparado com o controle (OLIVEIRA, et al, 2015). Outros estudos
corroboraram com este achado ao constataram que outras (1->6)-p-glucanas foram capazes
de aumentar a secrecdo de TNF-a em macréfagos, tanto em experimentos utilizando cultura
de células quanto in vivo (SMIDERLE et al, 2013). O mesmo autor ainda ressalta que a
producdo de certas citocinas, e a sua quantidade, dependem de como o polissacarideo é
administrado, portanto, novos estudos devem ser realizados para elucidar este mecanismo
de acdo in vivo.

Com os resultados obtidos através da tarefa de reconhecimento de objetos, pode-se
observar que o protocolo foi eficaz em avaliar a memoria ndo associativa dos animais, uma

vez que houve diferenca significativa (P<0,001) entre os grupos CT, SAL-SAL, SAL-15mg
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quando comparados com o grupo LPS-SAL. O mesmo ocorreu em outros experimentos nos
quais este modelo foi testado quanto ao deficit de memdria na mesma tarefa (HENNIGAN,
TROTTER, KELLY, 2007).

Os grupos tratados, LPS-5mg e LPS-15mg, demonstraram ser significativamente
diferentes (P<0,01) dos grupos controle CT, SAL-SAL e SAL-15mg, resultados estes
sugerem que ambas as doses ndo foram eficazes em proteger os animais neuroinflamados do
déficit de memoria ndo associativa. Houve uma tendéncia com relacgéo ao grupo LPS-10mg,
0 qual obteve valores mais proximos dos grupos controle (SAL-SAL, SAL-15mg e CT) do
que do grupo LPS-SAL, porém, sem diferenca significativa.

O comprometimento da memoria vem sendo correlacionado com o aumento de
radicais livres e consequentemente ao dano oxidativo em lipideos, proteinas, acidos
nucleicos e a vulnerabilidade de vérias atividades do sistema neurotransmissor ao estresse
oxidativo (BUTTERFIELD et al, 2006). O declinio das fungdes colinérgicas sdo
parcialmente responsaveis pelo déficit de memoria durante a senescéncia e em casos de
doencas neurodegenerativas (como € o caso da doenca de Alzheimer). Um dos principais
marcadores de funcdo sinaptica é a enzima acetilcolinesterase (AChE), a qual encontra-se
em baixas quantidades em varias regides do cérebro de pessoas idosas (GOVONI et al,
2010). Sabe-se que a atividade da AChE é prejudicada pela presenca de radicais livres e pelo
quadro de estresse oxidativo (MOLOCHKINA et al, 2005). Estas informacg6es nos sugere
que o uso de suplementos e produtos naturais com poder antioxidante pode ser beneficial
para previnir o cérebro de disfuncdes e evitar o declinio de meméria (PAPANDREOU et al,
2011). Deste modo, podemos correlacionar o efeito antioxidante da dose de 10 mg/kg de
lasiodiplodana com a possivel capacidade da mesma em amenizar o déficit de memoria ndo
associativa testado pela tarefa de reconhecimento de objetos.

A memdria associativa foi avaliada através de dois aparatos, o labirinto aquético de
Morris e o labirinto octogonal. Os resultados do labirinto aquatico demonstraram que 0s
animais dos grupos controle: CT, SAL-SAL e SAL-15mg, foram capazes de recordar onde
estava a plataforma no dia do teste, quando a mesma fora retirada. Isso foi comprovado nos
parametros de tempo de laténcia e nimero de cruzamentos, pois no primeiro estes grupos
tiveram um tempo significativamente (P <0,04) menor do que o grupo LPS-SAL e no
segundo demonstraram namero significativamente maior (P <0,04) do que o grupo LPS-
SAL, ou seja, demoraram menos tempo para encontrar o local da plataforma e passaram
mais vezes pelo ponto exato onde a mesma se encontrava, procurando-a. Este resultado

demonstra que o protocolo escolhido para a realizacdo desta tarefa foi eficaz para avaliar a
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memoria dos animais, uma vez que o0s animais destes grupos sdo considerados controles
saudaveis (ratos sem doencga). O mesmo ocorreu quando outros pesquisadores utilizaram a
substancia LPS como um modelo de neuroinflamacédo e posteriormente testaram a memoria
espacial dos animais no labirinto aquatico (ARAI et al, 2001).

Em outro parametro, permanéncia, entre os grupos controle citados acima, somente
o0 grupo CT foi diferente (P <0,04) do grupo LPS-SAL. Isso pode ser explicado pelo fato de
que, uma vez que o animal passa varias vezes pelo local onde estava previamente a
plataforma e ndo a encontra, 0 mesmo decide procura-la em outros quadrantes, ou seja, esse
parametro depende da estratégia utilizada pelo animal para encontrar a plataforma de escape
(VALERO et al, 2014).

Com relagdo aos grupos tratados com a B-glucana, o grupo que recebeu a maior
dose deste composto, LPS-15mg, demonstrou tempo de laténcia significativamente (P<0,03)
maior quando comparado aos grupos CT e SAL-SAL; tempo menor (P <0,04) de
permanéncia quando comparado ao grupo CT e namero menor (P <0,03) de cruzamentos
com relacdo ao grupo SAL-SAL e SAL-15mg. Estes resultados sugerem que o tratamento
na dose de 15mg/kg de B-glucana ndo foi capaz de retardar o processo amnésico causado
pelo LPS, por isso o tratamento com essa dose demonstra-se ineficiente. No que se diz
respeito as demais doses, 05 e 10mg/kg, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos,
porém, pode-se observar uma tendéncia no parametro cruzamento do grupo LPS-05mg em
se aproximar dos valores obtidos pelos grupos CT, SAL-SAL e SAL-15mg.

Outro estudo realizado pelo grupo analisou os efeitos da dose
(intracerebroventricular) de 0,01 pg/uL de lasiodiplodana frente a um modelo animal de
alteracdo comportamental, D-penicilamina. Os resultados demonstraram que a
lasiodiplodana foi capaz de reverter por completo os sinais comportamentais tipicos do
modelo, episddios convulsivos (MALFATTI, et al, 2017). Observando os graficos obtidos
através dos resultados da avaliacdo de memdria no labirinto aquatico de Morris no presente
estudo, podemos observar que quanto menor foi a dose de lasidiplodana administrada nos
animais, maior ¢é a tendéncia dos mesmos em se equiparar com os grupos controle (CT, SAL-
SAL e SAL-15mg). Uma vez que uma dose baixa (0,01 upg/uL) fora utilizada
intracerebroventricularmente e mostrou interferir positivamente no comportamento dos
animais, € possivel que a administracdo de doses menores que 0,5 mg/kg administradas via
gavagem possam alterar também o desempenho dos animais no labirinto aquéatico de Morris.

Nunca em outro estudo o efeito da lasiodiplodana frente a déficits de memadria foi testado,
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portanto, novos experimentos devem ser realizados para comprovar esta relacdo dose-
resposta.

Nos dados demonstrados no presente experimento, os animais do grupo LPS-SAL
ndo apresentaram déficit de memdria na tarefa no labirinto octogonal. Estes animais foram
capazes de recordar entre uma sessdo e outra (em dias diferentes) onde as recompensas
estavam dispostas, bem como, recordar quais bracos tinham sido visitados durante uma
mesma corrida. Nenhum parédmetro avaliado nesta tarefa foi significativamente diferente
entre o grupo ndo saudavel (LPS-SAL) e o grupo saudavel (CT). O que aconteceu € que
todos os animais tiveram resultados satisfatorios com diferenca significativa (P<0,05) entre
a primeira sessdao de teste e a Ultima, portanto, todos aprenderam e/ou memorizaram as
informac@es desta tarefa. Outro estudo também demonstrou uma situacdo semelhante ao do
presente trabalho. Nesse, os animais com 70-90% de perda neuronal na regido CAl do
cérebro apresentaram prejuizo de memoria ao realizar a tarefa no labirinto aquético de
Morris. J& quando o mesmo grupo de animais foi testado no labirinto octogonal (utilizando
0 mesmo protocolo do presente estudo, proposto por Jarrard), apresentaram um desempenho
satisfatorio nesta tarefa, com diminuicao significativa no nimero de erros entre a primeira e
a quinta sesséo de treino (NUNN et al, 1991).

Diferentes testes comportamentais usando labirintos sdo utilizados para avaliar
memoria e aprendizado de animais usando dicas visoespacias no ambiente, entretanto, estes
podem ser diferentes em muitos aspectos, como: a) tipo e material do aparato; b)
disponibilidade de dicas visoespaciais, associativas e sensoriais; ¢) requisitos necessarios
para realizacdo do teste que variam desde a exploracdo espontanea, a sequencias complexas
de escolhas; e d) motivacao, que pode envolver escape, descobrimento de novos objetos ou
recompensas em locais especificos (BUSHNELL & DRISCOLL, 2015). Por conta de todas
essas variaveis seria incoerente afirmar que os testes de memdria (seja no Labirinto Aquético
de Morris, Labirinto Octogonal, ou outros) fazem com que o animal utilize 0s mesmos
processos cognitivos durante a tarefa. E questionavel o quanto as informagdes ndo-espaciais
e espaciais (visoespaciais por exemplo) podem ser comparadas entre diferentes tarefas
espaciais (AGGLETON et al, 1991). Ambos os labirintos, octogonal e aquéatico de Morris,
sdo testes de memdaria associativa e proporcionam tarefas espaciais que dao a oportunidade
aos animais de construirem mapas cognitivos através de dicas visoespaciais (BUSHNELL
& DRISCOLL, 2015). Porém, os ratos podem utilizar outras habilidades, que ndo as visuais,
para construir estes mapas, como as modalidades tateis e olfatdrias por exemplo. Além de

variarem em diversos aspectos ja citados, labirintos diferentes podem explorar também uma
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variedade de processos cognitivos diferentes, incluindo o aprendizado associativo e
procedural (HODGES, 1996).

7. CONCLUSAO

Conclui-se que:

- Nenhuma dose de lasiodiplodana interferiu na atividade locomotora, exploratoria e
emocional dos ratos do presente estudo;

- A dose de 15 mg/kg de lasiodiplodana ndo foi eficaz como tratamento para
neuroinflamacao e possivelmente inicie um processo toxico no cérebro dos animais;

- As doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg de lasiodiplodana podem ser capazes de reverter o
quadro amnésico subsequente ao processo neuroinflamatdrio, no se que diz respeito a
memoria associativa e ndo associativa, respectivamente;

- A dose de 10 mg/kg mostrou ter efeito antioxidante no cérebro de animais

neuroinflamados.
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