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RESUMO

Objetivo: Estudar o efeito do 6-shogaol, composto bioativo do gengibre, com
propriedade neuroprotetora, anti-inflamatéria e antioxidante, sobre parametros
comportamentais e bioquimicos, em um modelo pré-clinico baseado em uma
infeccdo bacteriana pré-natal a partir da ativacdo imune materna por
lipopolissacarideo (LPS).

Metodologia: Doze ratas Wistar prenhes, receberam 100 pg/Kg de LPS ou
salina no dia gestacional (DG) 9.5. Participaram do estudo as proles de machos, nos
dias pos-natal (DPN) 30 e 55 respectivamente, foram suplementados com 6-shogaol
ou salina, por gavagem (10mg/Kg/dia), por 5 dias. No DPN 35 e 60 os animais
realizaram testes comportamentais: grooming, crossing, rearing e memoria. No DPN
37 e 62, ocorreu a morte, em seguida a dissecacdo do hipocampo para as analises
bioguimicas da cinase regulada por sinal extracelular 1 / 2 (ERK 1 / 2), fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), enolase (NSE), dano em lipideos e
proteinas e atividade da mieloperoxidase (MPO).

Resultado: A exposicdo pré-natal ao LPS aumentou significativamente os
episodios de grooming e crossing em DPN 37 e 62, reduziu episodios de rearing em
DPN 37. Piorou a memoria de curta duracdo (MCD) em DPN 37 e a memoria de
longa duracédo (MLD) em PND 62. Diminuiu niveis de ERK e BDNF em DPN 37 e 62,
aumentou niveis de NSE e dano em lipideos no DPN 37 e dano em proteinas no
DPN 62. A administracdo de 6-shogaol reverteu parametros comportamentais,
melhorou a MCD e MLD, em DPN 37 e 62. Aumentou niveis de ERK e BDNF em
DPN 37 e 62, reduziu dano em lipideos em DPN 37 e atividade da MPO em DPN 62.

Conclusdo: O 6-shogaol reverteu parametros comportamentais e
bioquimicos na prole de machos exposta ao LPS em periodo pré-natal, atuando
como componente terapéutico contra os distlirbios neurologicos associados a

ativacao imune-materna em modelo animal de autismo.

Descritores: Lipopolissacarideos.  Comportamento. Memoria.  Fator

Neurotrofico Derivado do Encéfalo. 6-shogaol. Mieloperoxidase.



ABSTRACT

Objective: To study the effect of 6-shogaol, a bioactive ginger compound with
neuroprotective, anti-inflammatory and antioxidant properties, on behavioral and
biochemical parameters in a preclinical model based on prenatal bacterial infection
from maternal immune activation by lipopolysaccharide (LPS).

Methodology: Twelve pregnant Wistar rats received 100 pg/kg of LPS or
saline on gestational day (GD) 9.5. Male offspring participated in the study, on the
postnatal days (PND) 30 and 55 respectively, they were supplemented with 6-
shogaol or saline by gavage (10mg/kg/day) for 5 days. In PND 35 and 60 the animals
performed behavioral tests: grooming, crossing, rearing and memory. In PND 37 and
62, death followed by hippocampal dissection for biochemical analyzes of
extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2), brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), enolase (NSE), lipid and protein damage and myeloperoxidase (MPO)
activity.

Result: Prenatal exposure to LPS significantly increased grooming and
crossing episodes in PND 37 and 62, reduced rearing episodes in PND 37. Short-
term memory (STM) at PND 37 and long-term memory (LTM) at PND 62 worsened.
Decreased ERK and BDNF levels in PND 37 and 62, increased levels of NSE and
lipid damage in PND 37 and protein damage in PND 62. Administration of 6-shogaol
reversed behavioral parameters, improved STM and LTM, in PND 37 and 62.
Increased ERK and BDNF levels in PND 37 and 62, reduced lipid damage in PND 37
and MPO activity in PND 62.

Conclusion: 6-shogaol reversed behavioral and biochemical parameters in
male offspring exposed to prenatal LPS, acting as a therapeutic component against
neurological disorders associated with maternal immune activation in an animal

model of autism.

Keywords: Lipopolysaccharides. Behavior. Memory. Brain Derived

Neurotrophic Factor. 6-shogaol. Myeloperoxidase.
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1.INTRODUCAO

Desde a antiguidade se vem buscando através dos alimentos e das plantas,
uma fonte de vida saudavel e um instrumento para prevencdo e tratamento de
doencas!?. As plantas medicinais sdo consideradas a fonte mais antiga da
farmacoterapia utilizada pela humanidade®. Diversas culturas foram responsaveis
pelo surgimento de grande parcela de tratamentos tradicionais da medicinal.
Pesquisas vem sendo realizadas em busca de novas informacdes ou melhores
entendimentos dos mecanismos de atuacdo dessas plantas medicinais e seus
beneficios!34.

O progresso cientifico e técnico tem melhorado a producdo dos tratamentos a
base de plantas, através de estudos realizados, apresentando uma excelente
aceitacdo do publico em geral dos paises desenvolvidos®®. Juntamente com as
pesquisas e utilizacdo das plantas medicinais como preven¢cao ou tratamento de
doencas, surgiu o termo nutracéutico, que resulta da combinagdo da “nutricdo” e
“farmacéutica”, tomando espag¢o no meio cientifico, termo esse cunhado pelo Doutor
Stephen L. DeFelice (Fundador e Presidente da Fundacdo para Inovacdo em
Medicina, New Jersey, Estados Unidos da América - EUA) em 1989°.

O termo nutracéutico foi definido pela Associacdo Europeia de Nutracéutico
como: produtos nutricionais com efeitos relevantes para salde que nao contém
substancias sintéticas ou compostos quimicos formulados para indicacao especifica,
qgue compde de nutrientes (em partes sob forma concentradas)®. Dentro da categoria
nutracéutico, sdo considerados o0s componentes fitoquimicos expostos nos
alimentos, assim como em plantas medicinais, como o gengibre®°. Estudos com
fitoquimicos estdo cada vez mais sendo realizados, pois tém-se verificado grandes
potenciais nesses compostos na prevencdo ou tratamentos de doencas cronicas®?,
cardiovasculares!?, canceres!'®, obesidades!, diabetes'®, assim como disfuncdes
neurolégicas?®.

O ser humano é exposto a diversos fatores ambientais a todo momento, um
dos principais é a alimentacdo, sendo que a qualidade e o padrédo alimentar sdo de
suma importancia, ndo apenas pelo seu valor nutricional, mas também pela
capacidade de seus nutrientes e compostos bioativos!’. Existem indmeros

compostos naturais encontrados em frutas, cereais, vegetais e especiarias como no
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gengibre, os quais apresentam atividades antioxidantes e anti-inflamatériast®. Entre
0S compostos com atividades antioxidantes naturais mais importantes estdo os
compostos fendlicos (flavondides, acidos fendlicos e taninos), compostos
nitrogenados (alcaloides, aminoéacidos, peptideos, aminas e derivados da clorofila),
carotendides, tocoferoéis e acido ascorbico!®20,

O rizoma do Zingiber Officinale Roscoe, conhecido popularmente como
gengibre, apresenta compostos fendlicos e alcaloides em sua composicéo,
expressando efeitos benéficos em tratamento de doencas neuroldgicas?l. Esse
nutracéutico jaA vem sendo estudado a um extenso periodo, porém, devido a sua
longa histdria, utilizac&o e cultivo em muitas regides, se perdeu a informacéo precisa
de sua origem, contudo historicamente é um vegetal nativo asiatico®.

O gengibre é uma planta aromatica, utilizada frequentemente como tempero
para culinaria e também na medicina??, em dietas com propriedades antidiabéticas,
redutor dos niveis de colesterol no sangue e figado, pressao arterial e acdo gastro
protetora?l??2, Também conhecido por seu valor nutracéutico, possui uma variedade
de compostos bioativos, incluindo entre eles: gingerols, paradols e shogaols??:23,

Entre os diferentes componentes formadores da sua estrutura, o 6-shogaol,
composto derivado do shogaols, € um dos principais componentes ativos do
gengibre®*25, Estudos vem destacando sua acdo anti-inflamatéria, antitumoral®?,
antioxidante, bactericida, antiviral, antipirética®®, analgésica, antitussigeno?!, e
efeitos hipotensivos, no entanto a estrutura s apresenta essas propriedades
guando desidratado ou cozido e na sua forma completa com casca, tornando-se
dessa forma seus compostos bioativos??.

No encéfalo o composto bioativo 6-shogaol, em estudo in vitro apresentou
propriedade anti-apoptética em células neuronais induzidas por espécies reativas de
oxigénio (EROs), protegeu os astrocitos de danos oxidativos através da regulacéo
dos niveis dos fatores neurotréficos?’:?. Entre eles o fator de crescimento neural
(NGF, do inglés nerve growth factor), o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF, do inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) e fator neurotréfico derivado de
linhagem de célula glial (GDNF, do inglés glial cell line-derived neurotrophic factor),
podendo esses proporcionar interagdes neurbnio-glia, tendo uma Uultima instancia
efeito benéfico contra danos oxidativo do encéfalo?’-28.

Entre as propriedades benéficas do 6-shogaol, evidencia-se tambéem

propriedades farmacoldgicas em diversas doencas do sistema nervoso central
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(SNC), tais como: isquemia cerebral®®, doenca de Alzheimer?® e doenca de
Parkinson®?. Em estudos anteriores, mostrou atuacdo neuroprotetora através da
diminuicdo da ativacdo microglial exacerbada, um elemento-chave da
neuroinflamacéo caracteristico em diversos transtornos do SNC?431,

A neuroinflamacéo presente em fases do neurodesenvolvimento, imunolégico
e neuroimune pode acarretar acometimentos no ambito neurolégico, sendo
ocasionado por fatores ambientais, podendo esses sofrer alteracdes devido: a
natureza do insulto, a época e sua duracdo®. Infeccdes maternas em periodos pré-
natal tem sido considerada potenciais indutores de modificacbes estruturais e
funcionais do desenvolvimento do SNC em longo prazo®?.

Entre as doencas neuroldgicas que afetam SNC em periodo pré-natal do feto,
o transtorno do espectro autista (TEA) tem sido bastante pesquisado por ser um
transtorno descrito de forma relativamente recente, ha mais ou menos 60 anos®.
Esse teve um aumento na prevaléncia nos ultimos anos, um dos motivos podendo
ser pela mudanca no critério de diagndstico®3. Ainda ndo ha nenhum exame
especifico para detectar o transtorno332435 O diagndstico é realizado clinicamente,
porém estudos identificaram que o TEA possa estar relacionado a uma alteracao no
desenvolvimento do SNC decorrente de um processo neuroinflamat6rio33-36.

O TEA compreende diferentes transtornos do desenvolvimento neuroldgico,
gue podem se manifestar em conjunto ou isoladamente, incluindo desde sintomas
mais leves até os mais severos®’2. Na quinta edicdo do Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) publicado em 2013, essas condicdes
neuroldgicas foram agrupadas sob o termo denominado “guarda-chuva” visando
cobrir uma variedade de sinais/sintomas ou de comportamentos heterogéneos?’-%°,

Varias regides encefalicas estdo envolvidas na génese do TEA, incluindo o
sistema limbico entre eles hipocampo, amigdala, areas pré-frontais e cerebelo*%4L,
As anormalidades podem ser alteradas no periodo pré-natal, notadamente nas
regioes encefélicas que se desenvolvem tardiamente na neurogénese, sendo assim,
essas regides envolvidas no TEA propendem a desenvolver-se lentamente e séo
mais vulneraveis a transtornos*'42,

As manifestagbes clinicas s&@o bastante heterogéneas, tornando o0s
tratamentos, na maioria das vezes, incompletos ou ineficazes*®. As buscas por
novas alternativas terapéuticas tém sido estudadas para descobrir um melhor

tratamento que visa reduzir os sintomas nucleares deste transtorno, entre elas a
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inclusdo de nutracéutico tem apresentado resultados positivos e melhorado a
qualidade de vida de individuos portadores do TEA%.

Considerando que o TEA esteja relacionado a uma alteracdo no
desenvolvimento do SNC decorrente de um processo neuroinflamatério®®. E possivel
gue a administracdo de uma suplementacdo como 6-shogaol, um composto bioativo
do gengibre, que vem sendo estudado para doencas neurologicas, devido aos seus
efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, tenha uma atenuacdo na producdo das
EROs?728,

Assim como, espera-se um aumento no BDNF protegendo os neurfnios,
atuando também na inibicdo da producéo de citocinas proé-inflamatdrias e exibindo
efeitos neuroprotetores através de sua acdo antioxidante?®. Podendo reverter
condi¢Bes neuroquimicas e comportamentais associadas a um modelo pré-clinico de
autismo baseado em uma infeccdo bacteriana pré-natal a partir da exposicdo ao
lipopolissacarideo (LPS)%:36,

Sendo assim, esse trabalho se justifica pela contribuicdo que trard na
elucidacao dos efeitos e mecanismos do 6-shogaol, composto bioativo presente no
gengibre, em parametros inflamatérios e neuroquimicos em um modelo pré-clinico
de autismo. Podendo contribuir como um novo método terapéutico nutracéutico para
o tratamento do TEA, aliando-se para o progresso das condicfes clinicas
apresentadas por pacientes com autismo e, consequentemente, a melhoria na

qualidade de vida desses pacientes e seus familiares.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Nutracéutico

Nutracéutico € um termo que surgiu da combinac&o das palavras “nutricido” e
“farmacéutico”, criado em 1989 pelo Doutor Stephen L. DeFelice, fundador e
presidente da Fundacdo de Inovacdo em Medicina dos EUA’. Define-se
nutracéutico, “produtos extraidos ou purificados de organismos vegetais, animais ou
marinhos, que possuem efeitos benéficos comprovados farmacologicamente, com
valor nutritivo, compostos esses por moléculas biologicamente ativas, também

conhecidas como compostos bioativos™>.
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Os compostos bioativos presentes nos nutracéuticos sdo classificados de
acordo com seu mecanismo de acdo, sua natureza quimica ou fonte alimentar,
podendo ser encontrados principalmente nas classes de polissacarideos, peptideos,
vitaminas, minerais, acidos graxos e fitoquimicos*®#’. Sdo cerca de 60 grupos de
compostos bioativos ja identificados, sendo que dentro da categoria nutracéutico ha
mais de 1000 compostos’.

Quando adicionados em outros alimentos torna estes fortificados, “funcionais”
ou ainda suplementos dietéticos, fornecendo assim beneficios fisiolégicos para
salde, seja na prevencdo através da suplementacdo, quanto na melhoria da saude
ou tratamento de doencas, agregando mais valor aos alimentos*®. Alimentos com
propriedades medicinais nutracéuticos ja estabelecidas na sua composi¢cao, podem
ser assim consumidas, concentradas ou extraidas e elaboradas em comprimidos,
capsulas, géis, granulados, pés ou solugdes*®.

A inclusdo desses alimentos ou suplementos que contém compostos bioativos
em quantidades corretamente especificadas para o seu fim, tém-se mostrado
eficazes e nao toxicos, proporcionando beneficios a saude clinicamente
comprovados e documentados para prevencdo ou tratamento de doencas
crénicas*. Os compostos bioativos presentes nos nutracéuticos, tém demonstrado
um alto potencial nutricional, efeitos terapéuticos e seguros, em comparacao aos
compostos sintéticos®. Uma alternativa para prevencdo e tratamento de doencas
neuroldgicas, aperfeicoando o funcionamento do sistema nervoso, potencializando a
liberacdo de neurotransmissores, preservando a memodria e a capacidade
cognitiva®®.

Evidéncias quanto ao uso dos nutracéuticos tem demonstrado crescimento na
procura e utilizacdo para prevencdo, manutencdo da saude, e tratamentos de
doencas*’. Sua inclusdo tornou-se mais presente apés o melhor conhecimento da
populacdo quanto aos riscos no uso de medicamentos sintéticos podendo ser
toxicos e possuir efeitos colaterais, resultando assim na revolugdo nutracéutica®?,
tornando esse cada vez mais comercializado®®.

Produtos nutracéuticos tem apresentando uma grande expansdo ho
mercado®®. Outro ponto que lhe torna tdo atrativo e competitivo é acessibilidade e o
valor em comparacdo as terapias convencionais*. Uma analise da industria global
apresentou um crescimento com mais de 85% do mercado no consumo de

nutracéutico, especialmente nos EUA, Europa e Japdo®’, mercados esses
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considerados vanguardas da industria de nutracéutico, tanto produtores quanto
consumidores, devido a conscientizacdo dos produtos, medicina preventiva e estilo
de vida relacionado com aumento da atividade fisica e alta ingestdo de frutas e
verduras®.

As populacdes em que o consumo de dietas ricas em vegetais, frutas e
chas*®5 sdo mais frequentes, os indices de doencas cardiovasculares®, artrite
reumatdide, diabetes®®, alguns tipos de canceres, acidente vascular cerebral®® e
doencas neuroldgicas, sdo menos evidentes*®. Possivelmente os fitoquimicos
presentes naturalmente nesses alimentos originam beneficios para saude do corpo,

particularmente do cérebro“®.

1.1.1.1 Fitoquimicos

Fitoquimicos sdo considerados moléculas bioativas que estdo presentes
naturalmente nos alimentos, podendo ser adicionados a outras preparacoes
alimenticias com a intencdo de fortificar, suplementar ou tornar alimentos
“funcionais”™. As moléculas bioativas podem ser obtidas por meio de extracdo a
partir de fontes naturais ou biotecnolégica®.

Presume-se que mais de 5000 fitoquimicos ja foram detectados, porém uma
grande porcentagem permanece desconhecida®’. Necessita-se identifica-los, para
que os beneficios relacionados a sua atuacdo na saude possam ser totalmente
compreendidos e aplicados®’.

Entre os fitoquimicos ja identificados, € possivel verificar seus efeitos
positivos para salude 0s quais na maioria das vezes, acredita-se que seja devido as
suas propriedades antioxidantes intrinsecas, atuando assim sobre o estresse
oxidativo e desempenhando papel essencial na prevencdo e tratamento de
doencas*®. Contudo, para que os fitoquimicos presentes nos alimentos consigam
atingir essa capacidade antioxidante no organismo, € necessaria uma determinada
concentracdo micromolar desses compostos bioativos, exigindo assim um consumo
de grandes quantidades desses alimentos, muito além do que realmente sé&o
consumidos?®,

A presenca de fitoquimicos nas plantas compreende fatos da evolugéo
advindo durante anos da coevolugcédo de plantas e animais, respondendo assim, o

motivo pelo qual as plantas produzem um variavel acervo de fitoquimicos, como
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mecanismos complexos de defesas desenvolvidos pelos animais que o0s
consomem®, Diversos fatores de estresse estdo em contato com as plantas
constantemente, com ambientes bidticos e abidticos, entre eles: calor, frio, seca e
ataques de herbivoros e patégenos®®, sendo assim as plantas desenvolveram duas
principais estratégias de defesa, de natureza fisicas e quimicas.

A técnica de defesa realizada pelas plantas ocorre através da sintetizacéo de
metabdlitos secundarios, esses denominados fitoquimicos, para dissuadir insetos e
outros herbivoros de comé-los, resultando na maioria das vezes em gostos amargos
em um nivel consideravelmente baixo na composi¢édo da planta®®. A coevolugdo de
plantas e animais propiciou a adaptacdo dos animais a essas substancias
potencialmente téxicas, sendo que o consumo dessas substancias presentes nas
plantas em baixas doses, sejam benéficos ou estimuladores em células animais*®-%3,

Uma ampla variedade de alimentos entre eles: frutas, legumes, cereais,
oleaginosas, plantas, raizes, ervas, apresentam em sua COMpPOSICA0 0S
fitoquimicos®. A presenca desses compostos bioativos nos alimentos evidenciam
ser eficazes no aumento de enzimas antioxidantes, fatores neurotroficos e proteinas
anti-apoptéticas tanto em modelos in vitro quanto in vivo em estruturas encefélicas
como cortex, estriado e hipocampo®. Comprovando dessa forma, que uma dieta rica
em alimentos compostos por fitoquimicos pode ao deparar-se com uma
neuroinflamacado, interceder a ativacdo de vias de sinalizagdo, induzindo a
expressdo de proteinas citoprotetoras e restauradoras®®.

Diversos mecanismos moleculares dos fitoquimicos, como a modulacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e atividades das enzimas antioxidantes,
tém sido apresentados para beneficio da saltde®. Contudo, sua habilidade de
articular cascatas de transducdo de sinal, acionar fatores de transcricdo que
antagonizam a neuroinflamacdo e estresse oxidativo tem instigado um interesse
notavel®%61, Uma das plantas que contém uma série de fitoquimicos potencialmente
bioativos e amplamente consumida em todo mundo é o gengibre, apresentando na
sua oleoresina a fracdo pungente ndo-volatil, principalmente a familia dos gingerols

e shogaols®?.
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1.1.2 Gengibre

Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae), conhecido como o gengibre, é
uma planta Asiatica, mais precisamente das llhas de Java da China e indial®. De
acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuaria (Embrapa) (2001)%3, o
gengibre também €& conhecido popularmente como mangarataia, mangaratia e
gengivre®. Trata-se de uma planta herbacea que pode atingir até 150cm de altura,
possui caule articulado, rizoma horizontal, com ramificagbes localizadas em um

mesmo plano, com formato digitiforme®? (Figura 1).

Parte da planta para uso: Rizoma

Figura 1. Representacdo da planta herbacea (Zingiber officinale Roscoe):
popularmente conhecida como gengibre e seu respectivo rizoma.
Fonte: Adaptado Prasad e Tyagi, 2015%4,

O gengibre é considerado uma especiaria, cujo seu rizoma apresenta um
aroma intenso e uma ampla utilizacdo e comercializacdo na éarea industrial,
alimenticia, especialmente como matéria prima para fabricacdo de bebidas,
perfumes e também como erva medicinal®>. O seu uso tem sido relatado desde

3.500 aC e a producao global dessa especiaria, considerada importante e popular no
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mercado internacional, é estimada em 100.000 toneladas por ano??%%, O rizoma do
gengibre e seus extratos tém sido utilizado, devido a sua extensa gama de efeitos
biolégicos confirmados tanto em estudos experimentais quanto em ensaios
clinicos®®.

Em todo mundo o gengibre é cultivado, apresentando aplicacdes diversas em
cada cultura, sendo utilizado como infusGes para tratar tosses e gripes na Coldémbia
e Birmanial®%’. Na China é adicionado aclcar mascavo para aliviar resfriados e o
gengibre em p6 é misturado com ovos mexidos para reduzir a tosse'%6’. No Congo o
suco de gengibre e manga sdo considerados capazes de remediar qualquer tipo de
doencal®®’. Na india e Nepal a mistura de gengibre com limdo e sal preto sio
ingeridos para combater nduseas ou a pasta feita do rizoma de gengibre para dores
de cabec¢al®®’. Na Indonésia acredita-se na utilizacdo do gengibre para reduzir
fadiga, prevenir reumatismo e melhorar a digestdo'%%’. Nas Filipinas é aplicado para
dores na garganta, nos EUA serve para aliviar enjoos durante a gravidez e reducéo
de céimbras para praticantes de atividade fisica. Peruanos utilizam as infusbes de
gengibre para reducdo de cdlicas estomacais e japoneses para circulacdo
sanguineal?6869,

Considerado um medicamento tradicional ayurvédico, o gengibre tem ampla
utilizacdo em todas as culturas e povos, sendo que chineses, arabes e africanos
utiizam para tratamentos de dores de cabeca, nausea, resfriados, artrite,
reumatismo, desconforto muscular e inflamacéo'®686°, Os compostos presentes no
gengibre fresco e seco sdo inUmeros, mais de 400 ja se tem descrito e identificados
por diferentes métodos analiticos®*, sendo eficazes no tratamento e prevencédo de
doencas inflamatérias, devido a sua acao anti-inflamatéria, antitumoral, antioxidante,
bactericida e antiviral?l. Conhecido por seu excelente valor nutracéutico, o gengibre
possui uma vasta fonte de compostos fitoquimicos, incluindo entre os principais:

gingerols, paradols e os shogaols?36270 (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo simplificada da conversédo dos gingerols em outras formas
homélogas.

Fonte: Adaptado de Grzanna et al., 20051,

Os gingerols e os shogaols sdo os mais abundantes na composicdo do
gengibre em comparacdo com 0s outros constituintes, sendo encontrados na sua
forma fresca ou seca respectivamente, possuindo assim diferentes propriedades,
pois o processo de secagem resulta na alteracdo da composicdo do rizoma?3. Desta
forma, assim como o aroma, o sabor do rizoma se altera nas duas formas, sendo
gque o sentido gustativo pungente do rizoma de gengibre fresco € atribuido a
presenca dos gingerols, grupo composto fendlico volateis®®.

Elevadas temperaturas transformam os gingerols em shogaols, por serem
compostos termolabeis, alterando, além da sua estrutura quimica, o sabor, tornando-
se picante e doce’®72. Entre os gingerols existe uma familia, porém o mais frequente
é o 6-gingerol’®’2, Pode-se encontrar outros compostos como 4-, 8-, 10- e 12-
gingerol, contudo esses sdo em menores concentragdes’’2. A conversdo do rizoma
fresco para o seco é correspondendo ao gingerol, logo o 6-shogaol € o composto
bioativo mais presente, demonstrando-se em alguns casos melhores atividades

biolégicas do que o 6-gingerol®72,
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1.1.2.1 Compostos Bioativos

O gengibre apresenta em sua composicdo quimica componentes volateis
(terpenos) em quantidade de 1,0-3,0%, e ndo volateis (compostos fendlicos e
alcaldides), além das oleoresinas extraiveis, gorduras, ceras, carboidratos, vitaminas
e minerais estdo presentes, possuindo também uma enzima proteolitica potente
chamada zigibain’374. Mesomo e colaboradores’®, em pesquisa realizada com
extrato do gengibre, concluiram que a atividade antioxidante da oleoresina de
gengibre deve-se especialmente aos gingerols e shogaols, substancias presentes no
gengibre que ddo o seu sabor caracteristico’.

Um dos compostos bioativos presente no gengibre que se apresenta na forma
de extrato seco ou pdé é o 6-shogaol’®’’. Esse composto tem feito parte de
pesquisas devido a sua atividade biolégica superior e sua estabilidade melhorada
em comparacéo com extrato fresco, 6-gingerol’®’’. O 6-shogaol, como um composto
carbonilo eletrofilico a,p insaturada, tem sido mencionado para varios efeitos
farmacoldégicos, incluindo anti-inflamatério, analgeésico, antipirético,
antioxidante??78.79,

Estudo realizado por Dugasani e colaboradores (2010)8 comparou os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios presentes nos compostos bioativos do gengibre e
identificaram que o 6-gingerol apresentou atividade anti-inflamatéria®. Contudo
guando comparado com a atuacdo do 6-shogaol, ele proporcionou menor atividade
anti-inflamatéria, levando assim a hipétese de que o 6-shogaol € um melhor

protoétipo para sintese de medicamentos na industria farmacéutica®.
1.1.2.1.1 6-Shogaol
O 6-shogaol, composto bioativo presente no gengibre principalmente na sua

forma desidratada, tem apresentado efeitos neurobiolégicos e  anti-

inflamatérios3©:.76.7%-83(Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica de um dos principais compostos bioativos do gengibre -
6-shogaol.
Fonte: Adaptado de Ok e Jeong, 201272,

Em um estudo realizado por Bhattarai e colaboradores (2007)84, simulando a
cinética da degradacéo do 6-gingerol e 6-shogaol em fluidos gastricos e intestinais,
foi observado que esses compostos bioativos sofrem reacdes de desidratacdo e
hidratacdo reversiveis de primeira ordem para formar 6-shogaol e 6-gingerol,
respectivamente®. Verificou que esses processos de degradacdo eram catalisados
por ions de hidrogénio e atingiram o equilibrio apés aproximadamente 200 horas®*.
O perfil de degradacdo de 6-gingerol e 6-shogaol relatadas sob condigbes
fisioldgicas simuladas forneceram uma visdo de estabilidade desses compostos
guando administrados oralmente?4,

Quanto a toxicidade da administracdo do gengibre e seus metabdlitos, estudo
realizado como o 6-shogaol verificou que a sua utilizagdo é segura em doses de
2000mg, sendo que esse valor esta abaixo das recomendacdes estabelecidas pelas
diretrizes de Critérios Comuns de Toxicidade do Instituto Nacional do Cancer dos
EUA’®. Em uma revisdo sistematica e metandlise realizado por Viljoen e
colaboradores (2014)7® utilizando doses mais elevadas de gengibre e seus
compostos, foi verificado em individuos sintomas gastrointestinais leves como:
eructacdo e pirose’®. Contudo, pesquisa realizada com diferentes doses de 6-
shogaol identificou que doses de 10mg/Kg/dia € adequada para inibir a inflamacéo
atenuando a ativacao microglial e revertendo declinio cognitivo em modelos animais
de doencas neurolégicas?*2°,

O 6-shogaol apresenta entre as atividades farmacologicas mais estudadas, a
sua acao antioxidante e anti-inflamatéria, devido aos compostos fendlicos presentes,
sendo esses responsaveis pela transferéncia de hidrogénio, possuindo a capacidade
de capturar e neutralizar as EROs, modulando importantes vias de sinalizacao

celular®»?’, Confirmado em estudos de doencas neurolégicas a atenuacédo da
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producdo de EROs e aumento da viabilidade celular apds a exposicdo a uma
espécie reativa®?’.

Estudos mostraram atuagdes importantes no uso do composto 6-shogaol em
doencas neurolégicas, como protecdo das células endoteliais nos danos induzidos
por beta-amiléide em modelo animal da doenca de Alzheimer®. Neste estudo, o 6-
shogaol foi capaz de reduzir a morte celular e restaurar a fungdo motora em modelos
animais de lesdo da medula espinal®®. Também atenuou a depressdo da dopamina
em respostas a 6-hidroxidopamina®’, preveniu a proliferacédo de células gliais através
do aumento do BDNF em astrdcitos tratados com LPS® e protegeu os neurénios do
hipocampo através do aumento da colina acetiltransferase do transportador de
colina®.

O 6-shogaol protegeu as células da micréglia contra a toxicidade induzida por
LPS em modelos inflamatérios in vitro e in vivo?*. Inibi-o a producédo de 6xido nitrico
(NO), prostaglandinas E e citocinas pro-inflamatdrias tais como, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-18 (IL-18) por meio da regulacdo negativa da
COX-2, da enzima de 6xido nitrico-sintase induzivel (i-NOS), proteina cinase p38
ativada por mitdégenos e expressdo do Fator Nuclear kappa B (NF-kB, do inglés
Nuclear Factor-kappa B)?*. Exibiu também efeitos neuroprotetores através da
inibicdo da micréglia em um modelo de isquemia global transitéria*.

Sabe-se que em situacdes de doencas neuroldgicas as vias de sinalizacao de
proteina cinase ativada por mitogenos (MAPKs, do inglés Mitogen-activated protein
kinase) estédo desreguladas?*. Estudo de Ha e colaboradores (2012)?* identificou que
a exposicdo ao LPS estimulou a fosforilacdo de Cinase Regulada por Sinal
Extracelular 1 / 2 (ERK 1 /2), Cinase N-Terminal de c-Jun (JNK) e p38, sendo
fortemente suprimida apos tratamento com 6-shogaol, inibindo também a ativacéo
JINK?4,

Escassas sdo as informagfes das atividades farmacologicas do gengibre,
assim como do 6-shogaol, embora seja uma planta ja utilizada ha muitos anos e
participado de estudos tanto experimentais quanto clinicos®>°1. Estudo realizado por
Qiu e colaboradores (2015)%? utilizando o composto bioativo 6-shogaol para
tratamento de deméncia em modelo experimental, identificou que a administragéo
via oral do 6-shogaol tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica,
devido a seu potencial inibitorio da colinesterase, juntamente com suas atividades

antagonistas muscarinicas e de canais de calcio, demonstrando assim seu possivel
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desempenho benéfico em doencas neuroldgicas igualmente como suas atuacfes no
SNC92‘93.

Propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes presentes no 6-shogaol,
demonstraram ser uma boa alternativa terapéutica nutracéutica para doencas
neurolégicas?®.Estudo utilizando 6-shogaol como alternativa de tratamento, realizado
com modelos animais de doencas neuroldgicas expostos a ativacdo induzida por
ABO1-42, identificou a melhora da funcdo cognitiva, aprendizagem e reducgédo do

comprometimento da memdria em modelos animais de deméncia?®.

1.1.3 Membria

A memoéria é a capacidade de obtencdo, formacdo, armazenamento e
evocacado de informacdes®9., E o método de arquivar e reconstruir o conhecimento
aprendido®. A memodria pode ser classificada de maneiras, considerando sua
aplicabilidade, seu contetido e tempo de duracdo®’. O tempo da memdria em alguns
casos, pode durar somente alguns segundos enquanto em outras situagdes podem
durar horas, dias, meses ou anos?’.

Pode-se classificar assim a memaéria como, memoarias de trabalho ou de curta
duragdo (MCD) ou longa duragdo (MLD)%. Outras possiveis divisbes de memoria,
em dois sistemas de memdrias distintas: (i) meméria declarativa (explicita) de fatos e
acontecimento, para as pessoas, lugares e objetivos, classificadas em episodica
(eventos) e memoria semantica (fatos)®; e (i) memoédria ndo declarativa (implicita),
relacionada a habilidades motoras e perceptivas, que abrange condicionado classico
simples, a aprendizagem nao associativa, preparacdo e memoria processual®-%,

A formacao da memoria ocorre na forma de eventos moleculares ao nivel de
uma conexao sinaptica individual, denominada plasticidade sinaptica, mesmo sendo
decorrente de uma infinidade de processos interativos'®. A expressdo da memoria
se da em nivel comportamental, contudo essas alteracfes sinapticas integram-se
através de multiplas conexdes sinapticas que envolvem redes neuronais
maiorest® 10l AlteracGes micro-anatémicas que integram a formacdo da memoria
nao sdo somente relacionadas com neurbnios e suas partes, mas envolvem as
células ndo neuronais, incluindo os astrécitos0t:102,

A estrutura encefalica considerada fundamental para a formacdo da memoria

é o hipocampo!®l. Nele existe uma alta densidade de receptores de citocinas,
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sinalizando que o hipocampo, pode ser particularmente susceptivel durante a
neuroinflamacéo!®3. Estudos utilizando modelos animais, tem demonstrado que a
administrac@o de citocinas ou outros estimulos imunogénicos, como o LPS pode
impedir ou atravancar o processo de aprendizagem e de memoria dependente do

hipocampo193-109,

1.1.4 Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura encefalica que se localizada no lobo temporal,
bilateralmente, exercendo um papel fundamental na formacdo de MCD e MLD1°,
Diferentes areas corticais aferentes e eferentes interagem com esta estrutura para
organizar a aquisicdo e o armazenamento de novas informagdes!l. Cada processo
de memoria acontece em bases anatbmicas especificas, porém interconectadas,
trabalhando de maneira adjacente com outros sistemas neuronais, funcionando
corretamente no encéfalo'*?,

O papel crucial do hipocampo, é a formacdo de meméria declarativas. Um
estudo de metandlise realizada por Van Petten (2004)'13 mostrou ser estad umas das
primeiras a sofrer alteracdes em paciente com doenca de Alzheimer!!3, Em outro
estudo, identificaram que individuos com TEA de baixo funcionamento, apresentam
déficits de memoria declarativa e implicita®114. A presenca de condicGes patoldgicas
neuronais que prejudicam a memoéria, é decorrente especialmente de alteracdes
hipocampais!t>116,

O hipocampo é uma éarea do cérebro funcionalmente complexa e
particularmente sensivel ao estresse!’. E possivel identificar uma grande express&o
de fatores neurotréficos do cérebro, especialmente BDNF na estrutura dos
hipocampos!'®. O BDNF realiza a modulacédo de varias funcdes sinapticas, induzindo
estimulo a maturacdo, nutricdo, crescimento e integridade neuronal!®. As
neurotrofinas, especialmente o BDNF, estdo envolvidas no fundamento
fisiopatoldgico de diferentes doencas neurodegenerativas e psiquiatricas, como
TEAMS,
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1.1.5 Fatores Neurotroficos

Os fatores neurotréficos sdo conjuntos de proteinas identificadas como
neurotrofinas, indispensaveis para desempenhar papéis importantes na formacgéo do
SNC e do sistema nervoso periférico (SNP), atuando na modulacéo da transmissao
e plasticidade sinaptica, sobrevivéncia, morfologia e diferenciacdo neuronalt?0.121.122,

As neurotrofinas sdo compostas por familia que tem como integrantes o NGF,
o BDNF, e as neurotrofina-3 (NT-3), NT-4/5 e NT-6120121122 No reticulo
endoplasmatico ocorre a sintese dessas proteinas, que a partir dai sdo clivadas em
moléculas menores chegando até as vesiculas secretoras, podendo essas ser
secretadas por duas diferentes vias de secrecdo, a via de Ca?" dependente ou
exocitose de granulos de secre¢do'??,

Diversas funcdes celulares sdo mediadas por fatores neurotréficos através da
ativacdo de receptores, envolvendo a expressao dos genes compreendidos na
regulacdo da neuroplasticidade e vitalidade celular'?*. As neurotrofinas executam
grande parte dos papéis através dos receptores tirosina cinase (Trk), que
apresentam como membros também da familia o receptor tirosina cinase tipo A
(TrkA), juntamente com o receptor neurotrofico tirosina cinase tipo B (TrkB) e o
receptor neurotroéfico tirosina cinase tipo C (TrkC)12,

Seletivamente as neurotrofinas ligam-se a receptores especificos de Trk a
medida que todas se conectam a p75. Contudo, outras vias de sinalizagdo podem
estar relacionadas como a p38, no entanto levando ao mesmo encontro
final®3123.125126 ~ A imunoglobulina G (IgG) esta presente nos receptores Trk para
dominios extracelulares de ligacdo ao ligante e uma sequéncia de Trk catalitico no
dominio intracelular?®,

Vias de transducdo de sinal sdo ativadas por cada receptor especifico, a
por¢cdo extracelular do p75 NTR (do inglés p75 Neutrophin Receptor) sdo compostos
por quatro repeticbes fartas em cisteina e a parte intracelular compreende um
dominio de morte'?, A sobrevivéncia, migracdo celular e a mielinizacdo s&o
intercedidas pela ligacdo ao receptor p75, através de diversas vias de
sinalizacdo'?3125126 As relacGes entre os receptores Trk e p75 podem guiar a

alteracGes na afinidade de ligacdo para as neurotrofinas'?é (Figura 4).
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Figura 4. Tipos de Trk e suas distintas afinidades para as neurotrofinas.

Fonte: Adaptado de Chao, 2003126,

As neurotrofinas aumentadas tém como principal funcdo proteger os
neurdnios da excitoxicidade, visando desta forma apresentar-se como moduladoras
da plasticidade sinaptica®®1?’. Atuando na neuroprotecdo e reorganizacdo, agindo
como dispositivo de equilibrio endégeno para originar regeneracao e repara¢do no
SNC e SNP3127,

1.1.5.1 Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF)

O BDNF é uma proteina da familia das neurotrofinas, encontrada em grande
guantidade e largamente distribuida no SNC!2L122 Apresenta uma expressdo
significativa nas estruturas encefalicas como hipocampo e coértex de criancas e
adultos jovens, estando envolvida nos processos de aprendizagem e memérial?t122,
O BDNF tem atuacao indispensavel no ajuste da plasticidade e atividade sinaptica,
tanto por meio de alteracdes funcionais como estruturais nos neurénios'?8.12°,

As atividades celulares do BDNF advém da mediacédo do TrkB e pelo receptor
de neurotrofina p75, membro da familia TNF%. A transcricdo de exons é orientada
por agentes diferentes, e guiada por um conjunto de mecanismos de sinalizagéo,
abrangendo Ca?*, CREB (Proteina Ligante ao Elemento de Resposta ao AMPc, do
inglés cAMP Response Element-Binding), MEK (proteina cinase ativada por

mitdgeno / proteina cinase regulada por sinais extracelulares, do inglés mitogen
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activated protein kinase / extracellular signal-regulated kinase), MeCP2 (proteina de
ligacdo a CpG metilado 2, do inglés, methyl-CpG-binding protein 2), CaMKII
(proteina cinase dependente de calcio/calmudolina tipo 2, do inglés,
Ca?*/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Il) e horménios!?9:131.132,

Uma série de cascatas de transducédo de sinais sédo estimuladas pela ativacéo
dos receptores, compreendendo a MAPK, o fosfatidilinositol 3 cinase (PI3K, do
inglés, Phosphoinositide 3-kinase) e a via da fosfolipase\C-y (PLC-y, do inglés,
Phospholipase C, gamma), utilizada também para conduzir a liberacdo e ativacdo do
receptor neurotrofico?®132, Apés a ligagdo da proteina BDNF ao receptor TrkB,
acontece uma dimerizacdo e autofosforilacdo, assim que esses residuos séo
fosforilados, locais especificos de ligacdes sdo formados para as enzimas e
proteinas “scaffolds™33134 que sdo mediadores na ativacdo dos dominios
intracelulares de trés cascatas de sinalizagdo!?9:133.134.135

As trés vias de sinalizacdo sdo: (1) a ativacdo intervinda por sch/Frs2 e
Ras/Raf da via de MAPK que inclui MEK e ERK, levando ao crescimento e
diferenciacao celular; (2) a ativacdo mediada por sch/Frs2 e GAB1 da via PI3K, e a
jusante via de Akt, conduzindo a sobrevivéncia celular e, finalmente, a (3) via de
sinalizacao que é ativada diretamente pelo receptor PLCy, que origina IP3 (Inositol
triphosphate) e DAG (diaglycerol) elevando os niveis de Ca?* intracelular,
ocasionando um acréscimo da atividade calmodulina cinase (CaMK), induzindo a
plasticidade sinaptical?9133134.135,

Essas vias descritas anteriormente convergem no fator de transcricdo
CREB?°134136  gendo CREB alvo posterior deste mecanismo, encarregado pela
transcricdo de determinada quantidade de genes que promovem a resisténcia
celular, abrangendo a Proteina 2 de Linfoma da Célula B (Bcl-2, do inglés B-cell
lymphoma 2) que por meio da inibicdo da liberacdo do citocromo c, protege o efeito

anti-apoptoticot?2134.136(Figura 5).
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Figura 5. Visao geral do BDNF a sinalizacdo através de receptores de TrkB.

Fonte: Adaptado de Autry e Monteggia, 2012134,

Estudo realizado por Kim e Kwon (2013)?7, utilizando culturas de astrécitos de
ratos, expostos ao estresse oxidativo induzidas por peroxido de hidrogénio (H202),
demonstraram que as culturas de astrocitos tiveram niveis de fatores neurotroficos
reduzidos e aumento nas proteinas apoptoéticas, promovendo assim a apoptose
oxidativa?’. Quando utilizaram como tratamento o 6-shogaol, composto bioativo do
gengibre, verificaram maiores niveis de BDNF e uma reversdo na fosforilacdo de
ERK 1/ 2 em astrécitos?’.

Outro estudo que apresentou resultados semelhantes, foi realizado por Shim
e colaboradores (2012)% em culturas de astrocitos de ratos expostos ao LPS,
nessas identificou-se um aumento da producdo de EROs, no grupo que recebeu
tratamento com 6-shogaol houve uma supressédo na producao de EROs induzida por
LPS®, A utilizacdo do 6-shogaol mostrou efeitos neuroprotetores mediados pela
regulacdo positiva do BDNF®. Fatores neurotréficos, incluindo BDNF estdo
associados a proliferacéo e diferenciagdo de células neuronais e executam um efeito
neuroprotetor, alteracdes diminuidas nos niveis de BDNF podem estar envolvidas

com doencas do SNC8.131,
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O tratamento com gengibre e seus compostos bioativos, como o 6-shogaol
vém sendo fortemente proposto para doencas neurodegenerativas, traumatismo
cerebral e transtornos neurolégicos®’. O equilibrio do BDNF é importante para
regularizacdo da sobrevivéncia, desenvolvimento e fungdo neuronal®’. A utilizacéo
do gengibre pode representar como um tratamento terapéutico adequado atuando
como neuroprotetor, para doencas neurologicas desencadeadas pelo estresse

oxidativo exacerbado?’ (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama esquemaético da visao geral do efeito anti-apoptose do 6-shogaol
contra o estresse oxidativo induzido por H202. Nos astrécitos tratados com H202, o
6-shogaol produz fatores neurotréficos e induz a via de sinalizagdo ERK 1 / 2 de
acordo com as proteinas anti-apoptéticas de sobrevivéncia celular, tais como Bcl-2 e
Bcl-xL, enquanto inibe o EROs envolvidos na acdo das proteinas apoptéticas tais
como Proteina X Associada a Bcl-2 (Bax, do inglés Bcl-2-associated X protein) e
caspase-3.

Fonte: Adaptado: Kim e Kwon, 201327

Os baixos niveis de BDNF contribuem para etiologia de doencas
neuroldgicas, como o TEA!'®, Pesquisa realizada com animais mostrou que o BDNF
pode atravessar a barreira hematoencefalica em ambos os sentidos!?®. Portanto, as

concentracOes verificadas no sangue, certamente estdo correlacionadas com as
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concentracdes no encéfalo!!®, Skogstrand e colaboradores (2019), em um estudo de
caso-controle, identificaram baixos niveis séricos do BDNF em recém-nascidos,

considerando assim um potencial biomarcador para o desenvolvimento encefalico®.

1.1.6 Biomarcadores Encefalicos

Indicadores de processos biolégicos normais, patolégicos ou resposta
farmacoldgica a uma intervencéo terapéutica sdo definidos como biomarcadores!38,
Proteinas ou enzimas podem representar, direta ou indiretamente, um ou mais
processos biologicos ou patolégicos ativos de um sistema definido ou estado de
doencal®®. Sendo assim, bioquimicamente, os biomarcadores sdo consideradas
moléculas sistémicas que podem ser determinas em laboratérios'®®, podendo ser
utilizadas como alvos potenciais de terapias na prevencdo e/ou tratamento de
doencas sistémicas'® e do SNC4L,

Biomarcadores encefalicos frequentemente utilizados s&o: adenilato cinase,
S100-B e Enolase Especifica Neurdnio (NSE), sendo a proteina NSE um dos
biomarcadores importante de danos as células neuronais'4?143, A funcdo ou dano de
estruturais neuronais em doencas psiquiatricas e neuroldgicas, incluindo o TEA,
podem ser investigadas por meio da avaliacdo dos niveis de NSE, contribuindo para

diagnosticar ou tratar esses tipos de doencas!#4.

1.1.6.1 Enolase Especifica do Neurdnio (NSE)

Um dos marcadores de soro especifico para danos neuronais utilizados para
avaliar lesdo, é a NSE'*. A NSE pode ser mensurada também em outras regiées
encefélicas distintas, conforme foi identificado em um estudo post mortem realizado
no hipocampo de individuos com Alzheimer, detectando nesses uma oxidacdo da
NSE no encéfalo4s.

A NSE é uma enzima glicolitica concentrada no citoplasma dos neurénios e
células com diferenciacdo neuroendocrina, no sangue periférico ela existe em
quantidade desprezivel*’. Um aumento das concentracdes de NSE no liquor ou
sangue ocorrem quando a mesma nao € excretada, consequentemente significando

uma associacdo com dano estrutural para células neuronais!4’. Logo pode ser
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considerado um importante biomarcador para acompanhar a progressao de doencas
neurolégicas, e/ou avaliar o grau de severidade de determinada doenca'*®.

A quantidade de 1,5% das proteinas soluveis totais do encéfalo é
representada pela NSE'#8149, Nos estagios de lesdo encefélica essas podem ser
utilizadas para sugerir prognéstico baseado na quantificagdo do grau de leséo
neuronal, isto €, um aumento na expressdao de NSE antes dos sinais clinicos
possibilita detectar danos neuronais em estagios subclinicos e servir como
referéncia para mensurar o grau de neurodegeneragéo?4149.150,

Gelderblom e colaboradores (2013)4° quantificaram niveis de NSE no plasma
em um estudo realizado com modelos animais de doencas neurolégicas agudas e
cronicas, com o0 objetivo de avaliar a NSE como biomarcador para aferir grau de
lesdo neuronal, e identificaram um aumento na expressdo da NSE tanto nas
doencas neurolégicas agudas quanto as crbénicas, sendo que no modelo de doenca
neuroldgica aguda foi observado uma elevacdo dos niveis de NSE no plasma trés
horas apds a lesdo, sugerindo um dano neuronal precoce e generalizado*°. No
modelo de doenca neuroldgica crénica, assim como o TEA, foi verificado no decorrer
da doenca niveis aumentados de NSE no plasma, com isso € possivel detectar uma
elevacdo dos niveis de NSE antes do inicio dos sintomas clinico, permitindo
estratégias de tratamentos neuroprotetores4?,

Em estudo realizado por Ogundele e colaboradores (2014)'%!, utilizando
modelo animal exposto ao cianeto, em que foram induzidos o estresse oxidativo,
verificou uma ativacédo descontrolada da glia e neuroinflamacao, contribuindo esses
para os danos encefalicos'®. A presenca do estresse oxidativo, juntamente com
alteracdo no metabolismo neuronal, identificou-se um aumento nos niveis de NSE,
demonstrando assim uma estreita ligagdo entre a ativacdo exacerbada da glia, o

metabolismo neuronal e niveis elevados de NSE em doencas neuroldgicas®®?.

1.1.7 Estresse Oxidativo

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, proporcionando alta reatividade®?. Esses sdo formados a partir
de processos fisiolégicos normais ou patogénicos?®?. Em condicGes prejudiciais, o
elétron ndo emparelhado atua com outros ions ou moléculas ligando-se a um elétron

desta outra molécula, com objetivo de emparelhar-se, produzindo assim
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perturbagcbes e consequentemente danos as células'®®. Os metabdlitos resultantes
desse processo, considerados em conjunto, sdo denominadas EROs e também
espécies reativas de nitrogénio (ERN)%4,

Em condicbes fisiolégicas é possivel verificar um equilibrio entre a producéo
de EROs e a capacidade antioxidante das ceélulas enddégenas em organismos
vivos®®. Contudo quando ha um desequilibrio em favor das EROs, isso representa o
fendmeno do “estresse oxidativo™>*. A presenga do estresse oxidativo pode originar
dano celular, posteriormente morte das células por apoptose, especialmente na
neurodegeneracdo, pois as EROs podem oxidar elementos celulares vitais como,
lipidios, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA), originando doencas
neurolégicas e psiquiatricas, incluindo depressdo, ansiedade, esquizofrenia e
TEA155,156_

As EROs sdo compostos quimicos resultantes das reacdes catabdlicas
derivadas da reducédo do oxigénio, entre eles pode-se citar o superdxido (027), H20z,
NO e radicais hidroxilas (OH™)*’. O radical OH™ apresenta grande potencial reativo e
instabilidade'®®, essas caracteristicas o transformam no radical livre mais favoravel
na producdo de danos oxidativos!®, iniciando assim o processo de peroxidacédo
lipidica, alterando funcdes biolégicas das membranas celulares, atuando sobre as
proteinas, alterando suas estruturas e funcdes, atacando o DNA permitindo a
ocorréncia de mutacdes e desencadeado respostas inflamatérias?6:1€°,

A presenca do processo de estresse oxidativo advém do desequilibrio entre
as EROs e defesas antioxidantes, em favor da producéo excessiva de EROs ou em
desvantagem da velocidade de remocédo destas pelos antioxidantes'®®. O processo
de estresse oxidativo, pode ocasionar na oxidacdo de biomoléculas, tais como:
lipidios, proteinas e DNA, resultando assim na perda de suas func¢des biolégicas
e/ou desequilibrio homeostatico, da qual sua manifestacdo € o dano oxidativo
potencial contra células e tecidos'®>'%0, Com o dano as estruturas celulares, o
estresse oxidativo pode desencadear respostas inflamatorias, sendo assim a
estabilidade entre compostos oxidantes e antioxidantes €& primordial para a
satisfatéria funcdo dos tecidos e 6rgéaos'60-163,

O encéfalo devido a sua metabolizacdo de 20% de oxigénio corporal, sua alta
taxa de &cidos graxos insaturados facilmente peroxidaveis e capacidade
antioxidante limitada, torna-se particularmente vulneravel ao dano oxidativo em

relacdo aos outros 6rgéos'62164.165166 - A peroxidacdo lipidica ocorre nas membranas
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celulares quando acidos graxos insaturados reagem com niveis elevados de EROs,
formando radicais de &cidos graxos e hidroperéxidos lipidicos, desencadeando
assim autoxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, associados na iniciacdo e
progressédo de doencas relacionadas principalmente em disfuncées neuroldgicast®’.

Um aldeido altamente reativo e considerado um dos produtos mais
importantes e téxicos da peroxidacdo lipidica é o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)'%8 O
HNE encontra-se em concentra¢cdes aumentadas no tecido encefélico em doencas
neurodegenerativas como: Alzheimer, Esclerose Lateral Amiotréfica e Parkinson'9,
Considerado neurotéxico, o HNE quando identificado em niveis aumentados em
doencas neurolégicas podem indicar agéo fisiopatolégica do estresse oxidativol®®.

A 3-nitrotirosina (3-NT) marcador do dano oxidativo as proteinas, € um
produto da nitracdo da tirosina mediado por ERN, tais como o &nion peroxinitrito
(ONOO") e o dioxido de nitrogénio, detectado em condicbes patoldgicas,
considerado um marcador de estresse oxidativo dependente de NO'’°, O excesso
de NO compete com antioxidantes e promove a geracao de ONOO™, e gerando dano
oxidativo da proteinal’®. A elevacdo cronica desses radicais livres, esgotam a
capacidade redox / antioxidante, permitindo geracdo de radicais livres ininterruptas e
ciclos de auto-perturbacdo, resultando em estresse oxidativo cronico e danos
encefalicos'’®.

Células imunes como macrofagos e neutréfilos também produzem espécies
reativas, que por acao da enzima MPO ocorre formacdo de acido hipocloroso, que
se dissocia no ion hipoclorito possuindo a¢&o microbicidal’t. Quando ha ativacédo de
neutréfilos, concomitantemente com a fagocitose, eles sofrem explosdo
respiratérial’l. Causando a producdo de Oz, H202 e outros derivados reativos de
oxigénio, todos toxicos para os micrébios’?. A enzima MPO catalisa a conversédo de
H202 e ions cloreto (Cl) em &cido hipocloroso. O acido hipocloroso é 50 vezes mais
potente na morte microbiana do que o H202172173,

A atividade da enzima MPO € considerada um marcador de inflamacgéo e
oxidagdo’3. Promove o estresse oxidativo durante a inflamacéo, sendo regulada em
varias condi¢des inflamatérias agudas e crbnicas, incluindo a esquizofrenia e o
TEA'3174  Niveis elevados da enzima MPO foram demonstrados em doencas
neuroldgicas crénicas, tais como o TEA'"3, doenca de Alzheimert’®, Parkinson'’®¢ e

esclerose mdltiplal’’.
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No estado fisiolégico normal, 0 organismo se encarrega de neutralizar estas
substancias por meio da capacidade antioxidante de células presentes no organismo
que possuem funcdo especifica de remover ou inativar as EROs ap0s a sua
producdo, assim como reparar os danos causadas por elas'®’1’8 Entre as ERNs
incluem-se o NO, 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NOz2"), nitratos
(NO3z") e ONOO™79,

A presenca de uma producao sucessiva de EROs e ERNs durante processos
metabdlicos, dispbe para 0 organismo uma protecdo através do sistema
antioxidante, objetivando limitar os niveis de tais espécies e controlar os danos
consequentes®®160 O sistema antioxidante é dividido em ndo enzimatico e
enzimatico%8160 O sistema de defesa ndo enzimatico inclui compostos antioxidantes
de origem dietética, tais como: vitaminas, minerais e compostos fenélicos!%8.160,

A inclusdo de alimentos ricos em compostos fendlicos, como os presentes no
gengibre tem apresentado efeitos positivos na regulacdo de agentes antioxidantes
provenientes da dieta, equilibrando os niveis de produ¢do das EROs e inibindo a
peroxidacéo lipidica®?. O gengibre e os seus compostos em estudos prévios ja foram
reconhecidos como potentes antioxidantes, devido a sua capacidade de inibir a

oxidacéo de radicais livres e a producdo de NO?42529.180,

1.1.8 Neuroinflamacéao

A neuroinflamacdo exerce uma funcdo critica em diferentes doencas
neuroldgicas e psiquiatricas!®!. E considerada um processo de defesa fisiologica,
benéfica para reparacdo e recuperacdo do SNC¥? contudo quando em
desequilibrio, tem sido associada com doencas encefélicas diversas, entre elas
depresséo’®®, doenca de Alzheimer'®3, esquizofrenia e TEA184,

A ativacdo dos processos neuroinflamatoérios séo tipicamente desencadeados
coOmo uma resposta protetora apos uma infeccdo, lesdo ou doenca, e inclui um
espectro de complexas e integradas respostas celulares, tais como a ativacédo da
microglial®®. No entanto, quando ativada de forma desregulada, libera mediadores
pré-inflamatérios e substancias neurotdéxicas em excesso, como EROs, NO,
podendo potencialmente contribuir para disfuncdo neuronal e progressdo de
doencas do SNC186187.188
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No que se refere a ativacdo de astrocitos, resulta na ativacdo da enzima de i-
NOS, elevacdo da expressdo e/ou liberacdo de citocinas e quimiocinas
caracterizando o processo de neuroinflamacéo!®1%, A ativacdo de astrécitos e
microglia e sua resposta pro-inflamatéria quando ocorre em periodo pré-natal, pode
comprometer o desenvolvimento encefélico do feto, acarretando assim em déficits
de comunicacéo, motor, movimentos estereotipados caracterizando comportamentos
autistas ou contribuindo para alteracdes sinapticas e a morte neuronalt®1%2,

O processo de neuroinflamacdo tem sido identificado em transtornos
neuroldgicos como o TEA, caracterizado pela potencializacdo das reacdes gliais e
estresse oxidativol®3. Essas reacdes e a presenca do estresse oxidativo, resultam

em crescimento neuronal anormal e apoptose, alterando a fungdo neuronal®,

1.1.9 Transtornos Neuroldgicos e Ativacdo Imune Materna

Transtornos neurolégicos do desenvolvimento associados com infeccao
materna vem sendo descritos desde 1964, periodo que ocorreu a pandemia de
rubéola em gestantes, fazendo com que as criancas nascidas nessa época
apresentassem comportamentos caracteristicos do TEA, demonstrando assim a
ativacdo imune materna como uma causa hdo genética do TEA*1%  Infeccbes
maternas, incluindo a influenza, citomegalovirus, varicela, sarampo e rubéola, foram
associadas com fator de risco para manifestacdo do TEA, corroborando assim que a
causa principal da presenca do transtorno ndo foi o agente patogénico, mas sim a
ativacdo generalizada do sistema imune materno°4199,

Experiéncias vivenciadas durante o periodo pré-natal sdo determinantes para
a salde do feto®8. A ocorréncia de infeccbes maternas e a consequente ativagdo do
sistema imune da mae ocasionam uma série de alteracfes estruturais e funcionais
no sistema nervoso da prole, podendo predispor o individuo a doencas neurolégicas
na vida pés-natal, incluindo o TEA1%,

Spencer e colaboradores (2007)?°°, em um estudo pré-clinico do TEA,
mostraram que a administragdo intraperitoneal (ip) de LPS no periodo pré-natal
induziu a um processo inflamatério no SNC dos fetos através do aumento da
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias que, por sua vez, ap0s atravessarem a
barreira hematoencefalica, conseguiram modular a atividade dos neurdnios

causando alteracdo na neurotransmissdo e, consequentemente, desenvolvendo
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comportamentos semelhantes ao TEA em ratos Wistar?®l, Os comportamentos
atipicos associados a exposicao pré-natal de LPS podem se manifestar em periodos
de curto ou longo prazo?°L.

Evidéncias clinicas?%2203¢ experimentais®®2%4tém apontado que as infeccGes
pré-natais podem interferir no ambiente intra-uterino, promovendo anormalidades
comportamentais com similaridades ao autismo?2%?, inclusive com a ativacéo
inadequada de citocinas pré-inflamatdrias#1202202 e alteracdes na resposta
imune#1202.205 Neste sentido, um dos modelos experimentais de TEA estudados
extensivamente nos ultimos anos mostra que a ativagcdo imune materna a partir da
administracdo de LPS no dia gestacional (DG) 9.5 (9 dias e 12 horas), periodo antes
do fechamento do tubo neural é capaz de promover anormalidades comportamentais
semelhantes aguelas encontradas em pacientes com autismo?°.

A ativacdo imune materna permite caracterizar a exposicdo ao LPS como
modelo adequado para o estudo do autismo®®1% Uma vez que os animais
submetidos sistematicamente a esta endotoxina conseguiram estabelecer as trés
caracteristicas principais de um modelo animal de doenca: (a) validade de face
(sintomas semelhantes)!98297: (b) validade de constructo (causa semelhante)%207 e
(c) validade preditiva (resposta analoga a tratamentos para prevenir ou reverter 0s

sintomas)198.207,

1.1.10 Transtornos do Espectro Autista

Em 1943, Leo Kanner, um psiquiatra infantil apresentou 11 casos de criancas
que vinham sendo observadas e exibiam caracteristicas como movimentos
repetitivos e estereotipados, comportamentos obsessivos e em alguns casos com
alteracdes de linguagem, identifico-os com transtornos autisticos do contato
afetivo®®®. Até a década de 80 as teorias e conceitualizacdo do autismo era
considerado com transtorno béasico dos processos cognitivos e da linguagem,
ignorando os sintomas sociais e afetivos que apresentava®®®.

Foi em 1987 que o autismo apareceu pela primeira vez no Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-III-R). Este formulou os
critérios de diagnostico com uma perspectiva de progresso, classificando o termo
autismo como um Transtorno Invasivo de Desenvolvimento (TID)?%°, sendo esse

utilizado até 2013 para diagnosticar individuos com déficit de interacdo social,
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linguagem e comunicacdo e padrGes repetitivos de comportamento?®®. Com a
publicacdo do DSM-IV, o autismo apresentou critérios em um grau mais elevado de
especificidade e sensibilidade para grupos de diferentes faixas etarias e entre
individuos com habilidade cognitivas e linguagem distinta2°°:21°,

A complexidade dos casos de individuos com autismo avaliados nem sempre
foram suficientes para preencher os critérios para diagndéstico3”21%212, Com isso, em
2013, com a ultima publicagdo do DSM-V, a Associacdo Americana de Psiquiatria
(APA) discutiu novos critérios clinicos e formularam uma nova categoria para
diagnosticar, excluindo o termo TID, criando uma categoria Unica como TEA,
excluindo o Transtorno Desintegrativo da Infancia e a Sindrome de Rett da atual
classificacdo do TEA37211.212,

A definicdo apresentada no DSM-V?’ para o TEA ficou descrito como um
transtorno neurocomportamental complexo caraterizado por varios graus de
deficiéncia, entre eles: interacdo social, agilidade de pensamento, mudancas
peculiares de linguagem e/ou percepcao atrasada, prejuizo na comunicacédo verbal e
ndo verbal e inabilidade em responder a certos estimulos apresentando um
comportamento restrito e repetitivo®®37. Sintomas presentes desde a infancia
limitando/prejudicando o dia-a-dia36-213,

As avaliagcbes comportamentais ainda representam o0s principais parametros
de diagnésticos do TEA, devido a auséncia de marcadores bioldgicos para identifica-
los?14215 e a maioria dos casos sdo diagnosticados depois dos trés anos de
idade?!®, Em alguns casos os sintomas do TEA podem ser identificados a partir dos
18 meses de idade?'®. A APA sugere acompanhar o desenvolvimento de todas as
criancas até os 24 meses, pois a partir do segundo ano de vida que o0s
comportamentos caracteristicos do TEA se manifestam e sdo capazes de auxiliar no
diagnostico?l’. Estudos sobre a base neurolégica do TEA identificaram que
diagnosticos antes dos trés anos de idade sd@o cruciais para comecgar o tratamento,
pois é nessa fase que iniciam os cuidados primarios da infancia, podendo ter
melhores resultados?!’.

Irmdos ja& diagnosticados com TEA apresentam maiores chances de
desenvolverem o transtorno, sendo que a taxa de frequéncia é cerca de 2% a 8%
dos casos?'®2® As modificacbes morfolégicas do TEA geram confusdo para
compreensdo de sua fisiopatologia®?®. Parellada e colaborados??!, em 2013,

identificaram em um estudo que criangas com autismo apresentam o perimetro
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cefalico aumentado, especialmente o cerebelo??!. Um aumento foi verificado a partir
do primeiro ano de vida, incluindo alteracdes no cortex encefalico, amigdala e
hipocampo??2. Podendo estas anormalidades morfometrias estar relacionadas com
as caracteristicas principais do TEA??L,

A prevaléncia do TEA tem aumentando mundialmente??3, estima-se que a
prevaléncia global do TEA seja 1:68 criancas, de acordo com pesquisas realizadas
pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e Autism and Developmental
Disabilities Monitoring (ADDM) nos anos de 2011-2012, representando um aumento
de 23% quando comparado ao periodo de 2006-2008224. Nos EUA, a prevaléncia do
TEA apresentada pelos centros de pesquisa mostrou 1:45 criangas americanas tem
diagndstico de TEA, representando cerca de 2,25%3%224.225226

No Brasil, um estudo transversal estimou uma frequéncia de 27,2:10.000
habitantes, ou seja 0,3% de casos de TEA em criancas com idade entre 7 e 12
anos??’’. No estado de Santa Catarina, de acordo com as bases de dados das
Associacdes de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE), da Associacao de Amigos
dos Autistas (AMA) e da Fundacgédo Catarinense de Educacdo Especial (FCEE), a
prevaléncia de casos diagnosticados apresentou um indice de 1,31 casos para cada
10.000 habitantes??822°, Contudo, o estudo realizado em Santa Catarina mostrou
limitacbes devido ao fato de os dados serem secundarios, retrospectivos e
adquiridos por fontes via e-mail, ligacéo telefénica e instituicdes?28.229,

Na obtencdo dessas informacfes pode ter ocorrido subnotificacdes, ja que
esses dados ndo eram informatizados e sem nenhum 6rgdo ou instituicdo
responsavel em armazenar essas informacdes. Além do mais, os dados registrados
foram somente da populacdo com evidencias diagnosticas que frequentavam as
instituicbes, sendo que nem todos os individuos portadores do transtorno estéo
inseridos nestas instituicGes?28229,

A mudancas no critério de diagnoéstico ndo tem sido o Unico fator para o
aumento dos dados de prevaléncia de TEA3>2?%6, Segundo Blumberg e
colaboradores, esse aumento pode estar relacionado, pela observacéo precoce dos
sintomas do transtorno por parte dos pais, professores e profissionais da satde3°226,

A etiologia do TEA é bastante complexa®®, até o momento continua
indefinida, porém ele é considerado um transtorno multifatorial, influenciado pela
genética, epigenética, fatores neurobiolégicos, neuroanatdmicos, ambientais e/ou

imunoldégicos 174231235 De acordo com Chauhan e colaboradores (2012)236, existem
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evidéncias sugerindo a exposi¢ao ao estresse oxidativo juntamente com a disfuncéo
mitocondrial, possam contribuir com a etiologia multifatorial do TEA relacionada com
a inflamacédo pelas alteragdes imunolégicas®®, considerado um transtorno do
desenvolvimento neurolégico que pode estar associado a um processo de
neuroinflamacg&o?37:238.239,

Estudo realizado por Gesundheit e colaboradores (2013)%%°, relacionaram o
TEA com fatores de risco pré-natal, como idade avancada de ambos os pais, uso de
substancias psiquiatricas, doencas autoimunes nos familiares ou condigbes imunes
como diabetes, doenca celiaca, alergias e asma durante a gestacdo?°. Fatores
como infec¢des pré-natais, traumatismo ou exposicéo a toxinas ambientais também
foram associadas a maior frequéncia de filhos diagnosticados com TEA?241:242.243

O uso da ressonancia magnética funcional tem sido empregada para
evidenciar alteracbes nos padrdes, ativacdo e sincronizacdo dos circuitos
corticais?#4, essa técnica utiliza o fluxo sanguineo para quantificar a atividade neural.
Parellada e colaboradores (2013)??! apresentaram em estudo que a conectividade
funcional estava diminuida no encéfalo de criangcas com TEA, evidenciando
alteracbes a respeito da linguagem, memdéria, mecanismo de resolucdo de
problemas e interacdo social®??.

Os tratamentos farmacologicos utilizados para o TEA na sua grande maioria,
nao sao conduzidos para os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
fisiopatologia desse transtorno, devido ao fato deles ainda ndo serem totalmente
compreendidos?#®. Outra grande dificuldade enfrentada pela terapia farmacoldgica é
a baixa adesdo dos pacientes aos medicamentos, principalmente devido a demora
da resposta terapéutica e aos efeitos colaterais®*>. Com isso, a busca por opcoes
nao-farmacoldgicas capazes de atrasar 0 inicio e a progressdo dos sintomas
apresentados pelo TEA e suas complicacdes séo prementes?46,

Alimentos como frutas, legumes, cereais, oleaginosas, plantas, café, vinho,
contém ampla gama de metabolitos secundarios, conhecidos como fitoquimicos, que
demonstram ser eficazes no aumento de enzimas antioxidantes, fatores
neurotréficos e proteinas anti-apoptoéticas®®. Nutracéutico como o composto bioativo
presente no gengibre, o 6-shogaol, oferecem beneficios promissores podendo incluir
a promocdo a saude e reduzir a excitotoxicidade, melhorando sistemas
imunomoduladores, minimizando o estresse oxidativo e reduzindo contaminacéo por

fatores ambientais?4’.
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O 6-shogaol, devido sua acdo neuroprotetora, pode estar atenuando fatores
desencadeantes de transtornos neuroldgicos, como os presentes no TEA, que tem
aumentando muito sua prevaléncia nos ultimos anos e que carece de tratamentos
que minimizem os comportamentos gerados por essa doenca, com 0 minimo de
efeitos colaterais??624’, Neste sentido, a nutricdo tem alcan¢ado cada vez mais uma
atuacao significativa, tanto no desenvolvimento quanto na alteracdo do percurso de
doencas neuroldgicas e psiquiatricas?#824°. Se sabe que a administracdo de 6-
shogaol pode contribuir positivamente em diversas doencas neurolégicas?#2°:30,
contudo ainda nao se tem conhecimento de sua atuacao no TEA.

Baseando-se nessas evidéncias, esse estudo foi delineado visando
aprofundar os conhecimentos sobre a atuagédo do 6-shogaol, na compreensao sobre
sua atuacdo terapéutica, em modelo pré-clinico do TEA fundamentado em uma
infeccdo bacteriana pré-natal, originada através de um estimulo neuroinflamatério, a

partir da exposicao ao LPS.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do 6-shogaol, em um modelo pré-clinico baseado em uma

infecc@o bacteriana pré-natal a partir da exposicéo ao LPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFiCOS

2.2.1 Etapa 1 — Anélise comportamental

Investigar o efeito do 6-shogaol em uma prole de ratos machos da linhagem
Wistar, expostos a uma infeccdo bacteriana por LPS em periodo pré-natal, no dia
pés-natal (DPN) 35 a 37 e DPN 60 a 62, 24 horas ap6s o fim do tratamento, quanto

aos parametros:

— Exploratorios, através do teste de Open Field

— Memodria aversiva, por meio do teste de esquiva inibitoria.

2.2.2 Etapa 2 — Anélise bioquimica

Analisar o efeito do 6-shogaol, de uma prole de ratos machos jovens da
linhagem Wistar expostos a uma infeccédo bacteriana por LPS em periodo pré-natal,
na estrutura encefélica do hipocampo, em DPN 37 e 62, sobre parametros
bioguimicos de:

Imunodeteccdo da ERK 1/ 2

Nivel do fator neurotrofico BDNF

Nivel do biomarcador NSE

Dano oxidativo em lipidios por HNE

Dano oxidativo em proteinas por 3-NT
Atividade da enzima MPO.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental mimetizando uma neuroinflamacéo
realizada em modelo de exposicdo ao LPS em periodo pré-natal, semelhando
comportamento tipo-autista, utilizando como tratamento na prole de machos, o

composto bioativo 6-shogaol.

3.2. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

LPS obtido por extracdo fendlica a partir de Escherichia coli, sorotipo 0127:B8
(Sigma-Aldrich®).

6-Shogaol (Sigma-Aldrich®; EUA) diluida em solugéo salina 0,9%.

Balancga eletronica modelo SF — 400

Aparato de campo aberto (caixa de 60 x 60 x 30 cm).

Webcam 2.0 megapixels, tripé e notebook.

Aparelho de esquiva inibitéria (esquiva passiva).

Leitor de microplacas (Versamax, Molecular Device, Sunnyvale, CA, EUA).

Leitora de microplacas (SPECTRAMAX, Molecular Devices, EUA).

Espectrofotdmetro digital — GT.

Densitdmetro de Bio-Rad (BioRad, hercules, CA, EUA).

CL-XPosure Film (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA).

Sistema de deteccdo ECL Western Blotting Plus (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido).

Tampao RIPA [Tris 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, , 1% de Triton X-100, 0,5%
de deoxicolato de sadio, 0,1% de SDS e inibidores de protease (Roche)].

Membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

Solucdo salina tamponada com Tris Tween-20 (TTBS) contendo solucao
albumina bovina a 5% anticorpo de coelho anti-coelho a 4°C (1:1000, Cell Signalling,
EUA).
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IgG anti-rato conjugado com fluordforo infravermelho (1:10000 Cell Signalling,
EUA).

Kit Elisa Duo set (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

Inibidor de protease (50mM - Roche AG, Basileia, Suica).

Kit de ensaio de proteina BCA (Thermo Scientific, EUA).

Beta-actina (anti-rato, 1:1000, Cell Signalling, USA).

Hanks balanced salt solution (HBSS) — Life Technologies, MA, EUA.

DMEM - Life Technologies, MA, EUA.

Dodecil-sulfato de sédio em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Anticorpos anti-NSE (1:2.000; Abcam Inc.).

Anticorpo anti-B-actina (1: 5000; Sigma-Aldrich®).

Solucéo salina tamponada com fosfato suplementada com 0,003% de Tween
20 (PBST).

Parceiros para realizacdo dos experimentos e analises neuroquimicas:
Laboratorio de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos
(NEUROIMet) Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), Laboratério de
Imunofarmacologia — Instituto Oswaldo Cruz (I0C - FIOCRUZ).

3.3 ANIMAIS

3.3.1 Animais experimentais

Foram utilizados para realizacdo do estudo 24 ratos Wistar (Rattus
norvegicus) fémeas, virgens, pesando entre 250 e 300g, procedentes do biotério da
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), essas foram acasaladas com
12 machos da mesma linhagem e peso. Durante todo o periodo do experimento, 0s
animais permaneceram em padrdo sanitario controlado, onde foram mantidos em
gaiolas de polipropileno (46 x 31 x 21cm) forradas com cama de maravalha e
protecdo em grades. Os animais ficaram em temperatura controlada (22°C +1°C) e
periodos de luz artificial (12 horas claro/escuro). Os animais receberam racao

comercial padronizada e agua ad libitum.
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3.3.2 Acasalamento

Para concretizagdo do acasalamento, foram colocados os ratos fémeas nas
gaiolas dos machos ao final do ciclo de luz (19 horas), considerando sempre a
proporcao de duas fémeas para cada macho. No inicio do ciclo de luz (7 horas) do
dia seguinte, foi verificado se ocorreu a prenhez através do procedimento de
esfregaco vaginal, que consiste na introducdo de cloreto de sédio (NaCl) por meio
de uma pipeta plastica na vagina da fémea. Foi coletado a secre¢do para analise em
microscopio Optico e investigada a presenca de espermatozoides junto ao material
biolégico do animal, esse procedimento seguiu as decricbes de Held e
colaboradores?°0:252,

Nas fémeas que foram constatadas a presenca de espermatozoides,
considerou-se o DG zero (DG 0)?°22%3, Estas fémeas, foram denominadas de
matrizes, separadas aleatoriamente e colocadas em gaiolas moradias
individualmente, permanecendo nas mesmas durante todo o periodo de prenhez.
Nos casos da auséncia de espermatozoide, as etapas de pareamento de machos e
fémeas, seguidos do procedimento de esfregaco vaginal foram repetidos nos dias

seguintes até a constatacao de espermatozoides.

3.3.3 Modelo animal por exposicédo pré-natal ao LPS

Para a caracterizacdo do modelo animal exposto em periodo pré-natal ao
LPS, foi realizado a ativacdo imune materna, as matrizes foram divididas
aleatoriamente em dois grupos de acordo com o protocolo experimental, um grupo
recebeu administracdo ip de uma Unica injecdo de LPS adquirido por extracédo
fendlica a partir de Escherichia coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma-Aldrich®), na dose de
100 pg/Kg no DG 9.5 (9 dias e 12 horas), periodo antes do fechamento do tubo
neural?®®, diluida em 50 pg/ml de solucdo aquosa de NaCl 0,9% estéril200206,
caracterizando o grupo experimental (LPS-expostos). O outro grupo recebeu apenas
solucdo NaCl 0,9% estéril ip no volume equivalente ao grupo experimental,
caracterizando o grupo controle (Salina-expostos). A administracdo das substancias
ocorreu sempre no periodo vespertino (entre 15 — 17 horas) para concluir as 12
horas, confirmando o prazo de DG 9.5%%%,
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3.3.4 Padronizacdo da Ninhada

Os partos aconteceram de forma natural, no DPN 1 e 2 nao foi realizada
nenhuma manipulacdo nos animais, para prevenir a rejeicdo das maes em relacao
as suas proles. No DPN 3 ocorreu os ajustes da ninhada em 4 fémeas e 4 machos,
totalizando 8 animais por ninhada. A diferenciacdo entre os géneros foi obtida por
meio da identificacdo da distin¢cdo visual relacionada a distancia anogenital, sendo
considerada maior em machos. Entre o DPN 8-15 foi possivel confirmar a diferenca
entre 0os géneros devido a presenca de testiculos nos machos e de mamas nas

fémeas?2°5:256,

3.3.5 Medida do Peso Corporal

O peso corporal foi avaliado de acordo com a descricdo de Cysneiros e
colaboradores (2010)?°7 na balanca eletrénica modelo SF — 400, inicialmente houve
a verificagdo do peso corporal das matrizes em DG 9.5, para ajuste da dosagem de
LPS e/ou salina, para caraterizacdo do modelo experimental na prole.

Outro momento que houve medida do peso corporal, foi na prole macho que
participou do estudo, que ocorreu em DPN 30 e DPN 55 para ajustar o volume das
dosagens de tratamento indicada para cada animal, sendo que a pesagem durante o

tratamento so foi realizada no primeiro dia de administragdo dos tratamentos.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para obtencdo dos objetivos desse desenho experimental, foi realizado o
acasalamento com animais experimentais participantes do estudo, sendo eles
fémeas e machos na proporcdo de 24:12 respectivamente. Assim que confirmado o
diagnoéstico de prenhez através do esfregaco vaginal, os machos foram retirados do
estudo e permaneceram somente as fémeas, essas foram separadas em gaiolas-
moradias individualmente durante todo o periodo gestacional. Em DG 9.5, foi
induzido um modelo animal exposto ao LPS (100 pg/kg, ip) ou a solucdo de salina
na mesma dosagem, periodo antes do fechamento do tubo neural da prole (feto),
capaz de promover anormalidades comportamentais semelhantes aquelas

encontradas em pacientes com autismo?°,
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O estudo foi realizado na prole macho, das matrizes expostas ao LPS ou a
solucéo salina no periodo pré-natal. Ap0s 0 nascimento e a sexagem das proles,
foram eliminados a prole fémea através do procedimento de morte indolor assistida
(MIA), realizada pelo responsavel técnico do biotério da UNISUL, e somente 0s
machos permaneceram no estudo. Esses foram divididos primeiramente em quatro

grupos:

Grupo Salina + salina (n= 20): formado por ratos machos, procedentes de
maes do grupo controle (Salina-expostos) e posteriormente tratados com salina, via
gavagem.

Grupo Salina + 6-Shogaol (n= 20): formado por ratos machos, procedentes
de mées do grupo controle (Salina-expostos) e posteriormente tratados com 6-
shogaol (Sigma-Aldrich®; EUA) (10 mg/Kg/dia) diluida em 0,9% de solucéo salina,
via gavagem.

Grupo LPS + salina (n= 20): formado por ratos machos, procedentes de
maes do grupo experimental (LPS-expostos) e posteriormente tratados com salina,
via gavagem.

Grupo LPS + 6-Shogaol (n= 20): formado por ratos machos, procedentes de
maes do grupo experimental (LPS-expostos) e posteriormente tratados com 6-
shogaol (Sigma-Aldrich®; EUA) (10 mg/Kg/dia) diluida em 0,9% de solucao salina,

via gavagem.

A dosagem do 6-shogaol e via de administracdo foram baseados no trabalho
prévio de Moon e colaboradores (2014)%°, assim como o periodo de tratamento. O
inicio do tratamento, considerou a idade da prole fundamentada em estudo anterior,
realizado por Fortunato e colaboradores (2017)2%8.

Todos os animais machos continuaram com suas méaes até DPN 21, periodo
final da lactacdo, apos essa etapa foi realizado o desmame e as maes foram
submetidas ao procedimento de MIA, que foi realizado pelo responsavel técnico do
biotério da UNISUL. A prole de machos permaneceu no biotério até o final dos
procedimentos experimentais, onde continuaram recebendo agua e ragéo ad libitum.

Em DPN 30, metade da prole (10 animais) realizaram a pesagem para ajuste
da dosagem dos tratamentos. A outra metade da prole de cada grupo permaneceu

em gaiolas moradias, com até 4 animais por gaiola recebendo agua e racdo ad
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libitum, até completarem DPN 55, e em seguida foi iniciado a administracdo de
salina ou 6-shogaol (dependendo do grupo) que ocorreu por 5 dias consecutivos
sempre no mesmo horario pela manha (10:00 horas). Apés 24 horas a conclusédo do
tratamento, em DPN 35, iniciaram os testes comportamentais de Open Field, foram
avaliados comportamentos exploratérios de grooming, crossing e rearing, seguido
posteriormente de esquiva inibitdria que avaliou memoria aversiva, esses testes
aconteceram até DPN 37 com metade do grupo. A outra metade iniciou os testes em
DPN 60 até DPN 62, periodo final do experimento em que ocorreu a MIA do restante
dos animais, sendo realizado pelo responsavel técnico do biotério da UNISUL. Em
seguida ocorreu a dissecacao do encéfalo para retirada da estrutura do hipocampo
para realizacdo das analises bioquimicas, que aconteceu parcialmente nos
Laboratorio NEUROIMet, UNISUL e Laboratorio IOC, FIOCRUZ.

A Figura 7 (A e B) na sequéncia resume a sintese das etapas do

delineamento do estudo.
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Figura 7. Sintese das duas etapas (figura A e B) do delineamento do estudo. o

experimento iniciou com acasalamento (2:1 — fémeas:macho), 24 horas ap0s foi realizado o diagnéstico de prenhez, resultado
negativo voltou ao acasalamento, resultado positivo considerou DG 0, efetivado a prenhez ocorreu a MIA dos machos. No DG
9.5, as ratas prenhes receberam administracéo de salina ou LPS para grupo controle ou experimental, respectivamente, via ip.
A partir DG 21, ocorreu o nascimento da prole, e em DPN 3 foi executada a sexagem. Somente a prole de machos continuou
no experimento ficando com as matrizes até completar o periodo da lactacdo (DPN 21), nas proles fémea foram realizadas a
MIA. Os animais participantes do experimento foram divididos em grupos: salina + salina; salina + 6-shogaol; LPS + salina;
LPS + 6-shogaol, (n=20, por grupo). Em DPN 21, passaram pelo desmame e receberam agua e racéo ad libitum. Em DPN 30,
metade dos animais (n=10, por grupo) de cada grupo foram pesados, e iniciou-se o tratamento com administragéo via oral
(gavagem) por 5 dias, até DPN 34, em DPN 35 iniciaram os testes comportamentais, em DPN 37 ocorreu a MIA com
dissecagdo do encéfalo e retirada do tecido (hipocampo) para as andlises bioquimicas, o restante dos animais (n=10, por
grupo) continuaram recebendo agua e ragdo ad libitum até completarem DPN 54, sendo entdo pesados em DPN 55,
receberam o mesmo tratamento, durante 5 dias, em DPN 60 iniciaram os testes comportamentais, em DPN 62 ocorreu a MIA
com dissecacdo do encéfalo para retirada do tecido (hipocampo) para as andlises bioquimicas. Abreviaturas: DG = dia

gestacional; DPN = dia pés-natal; ip = intraperitoneal; LPS = lipopolissacarideo; MIA = morte indolor assistida.
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3.5 ENSAIOS / TESTES / TECNICAS

3.5.1 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados apds a conclusédo do tratamento
em DPN 35 e DPN 60. Os testes iniciaram a partir das 10:00 horas da manha em
baixa iluminagéo, sendo previamente ambientalizados em uma sala reservada do
biotério por um periodo de 60 minutos, representando o periodo de habituacgéo.

Os experimentos aconteceram em ambientes com temperatura controlada (22
+ 1°C), sendo todos os testes monitorados e registrados por webcam acopladas nos
notebooks. Os equipamentos utilizados foram higienizados com alcool 70% apds
cada teste com cada animal, evitando a permanéncia de odores e influéncia nos

testes.

3.5.1.1 Teste de habituacdo ao campo aberto (Open Field)

O teste de campo aberto (Open Field) realizado com os animais inclusos no
experimento, analisou a atividade exploratdria e locomotora, assim como a memaria
de habituacdo. O ensaio experimental ocorreu no biotério da UNISUL, em uma sala
escura com uma luz branda que incidiu indiretamente sob a caixa, onde realizou o
teste.

Individualmente os animais foram inseridos em uma arena de campo aberto,
com trés paredes de madeira no fundo e nas laterais, e uma parede de vidro na
parte frontal da caixa, na dimensdo 60x60x30cm, dividida igualmente em 12
guadrantes. Os animais foram introduzidos na caixa e ficaram durante 5 minutos,
onde puderam livremente explorar todos o0s quadrantes. Nesse teste foram
analisados os parametros comportamentais: grooming (movimentos de autolimpeza,
analisando namero de episodios), crossing (movimentos de caminhar, verificando o
namero de cruzamentos por quadrantes) e rearing (levantar-se nas patas traseiras,
elevando as patas dianteiras, sem tocar nas paredes da arena, avaliando o niUmero
de movimentos).

Primeiramente houve uma sessao treino, que ocorreu 24 horas antes a
sessdo teste. Para realizacdo do ensaio o0s animais foram introduzidos

cuidadosamente na caixa pelo canto superior esquerdo, a partir do qual puderam
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explorar o ambiente por 5 minutos. Apds a conclusdo do treino, retornaram para

caixa moradia, sendo que o teste se repetiu 0 mesmo procedimento do treing?°9:260,

3.5.1.2 Esquiva inibitoria

O teste na esquiva inibitéria foi realizado para avaliar memoria aversiva do
animal. Neste ensaio experimental foi realizado treino simples para avaliar
aprendizado, e treino multiplos para avaliar memoria.

A esquiva inibitoria consiste em um aparato com parede frontal confeccionada
em acrilico transparente, medindo 50x25x25cm, dividida em dois compartimentos
(um claro, iluminado por uma lampada e um compartimento escuro, ambos os lados
com assoalho composto por um grade de barras de bronze paralelas de 0,1cm de
calibre, separadas entre si por 1cm, conectada a um estimulador elétrico que emite
choques elétricos quando tocado) separados por uma porta2°t.

O protocolo utilizado para realizagdo desse teste ocorreu de acordo com
Imanishi e colaboradores (1997)2%2. Os testes aconteceram em dois momentos com
grupos de idades diferente, sendo a primeira etapa com animais em DPN 36 e 37
apos o tratamento, e segunda etapa com animais em DPN 61 e 62 ap0s tratamento,
cada animal foi colocado no canto esquerdo do equipamento (desligado), durante
um minuto, para habituacdo. Transcorrido este tempo, o animal foi retirado e apés
30 segundos, recolocado no compartimento claro (desta vez, ligado), iniciando assim
a fase de treino.

No momento em que 0 animal atravessou o compartimento claro para o
escuro, recebeu um choque de 1,0mA de intensidade, durante 1 segundo, sendo
retrado do equipamento em seguida. Decorrido 15 minutos do treino, o
procedimento foi repetido, para registrar entdo o tempo em gque o animal levou para
entrar no compartimento escuro do aparelho (laténcia) e recebeu novamente o
choque. Estéa fase avaliou o aprendizado do animal (esquiva 15 minutos). Apés 24
horas, o procedimento foi realizado novamente para avaliar a memoria do animal
(esquiva 24 horas). O tempo limite de permanéncia do animal no compartimento

claro foi de 300 segundos (ou 5 minutos)?62.
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3.5.2 Andlises Bioquimicas

ApGs os testes comportamentais realizados, os animais foram submetidos a
MIA e a estrutura encefalica de interesse foi dissecada (hipocampo), e removida
rapidamente sobre superficie congelada e armazenada em freezer (-80°C) para

analises bioquimicas, conforme descrito a seguir:

3.5.2.1 Quantificacé@o nos niveis de ERK

A imunodeteccédo da via de sinalizacdo da ERK 1 / 2, foram quantificados por
Western Blotting. Inicialmente foram dosados os conteldos totais de proteinas de
cada amostra utilizando o método descrito por Lowry e colaboradores (1951)263,

Para realizacdo da imunodeteccdo das vias de sinalizacdo ERK 1 / 2, as
membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em TBS (Tris 10mM,
NaCl 150mM Ph 7,5) por 1 hora e apos foi realizado sucessivas lavagens com TBS-
T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) incubadas durante a noite
(4°C) com os anticorpos especificos para as formas fosforiladas e totais das
seguintes proteinas ERK 1/ 2%,

Os anticorpos foram diluidos em TBS-T contendo BSA 2% na diluicdo 1:2.000
(anti-fosfo-ERK 1 / 2) e 1:40.000 (anti-total ERK 1 / 2). Para detec¢cao dos complexos
imunes, as membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo segundario anti-
coelho ou rato (ligado a peroxidase) e revelados em filme autoradiografico apés a
emissdo de quimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana
nitrocelulose, de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

As membranas foram incubadas com o anticorpo anti-B-actina (1:2.000) para
verificar se a mesma quantidade de proteinas foi aplicada no gel. O anticorpo contra
as formas totais e fosforiladas de ERK 1 / 2 foram detectadas em duas bandas, uma
aproximadamente 44kDa e a segunda com cerca de 42kDa, respectivamente para
as isoformas ERK 1 / 2. As bandas foram quantificadas utilizando o software Scion

Image®.



58

3.5.2.2 Quantificacao dos niveis de BDNF e NSE

Os niveis de BDNF e NSE foram analisados por Kit Elisa, em amostras de
tecido cerebral (hipocampo) dos grupos experimentais pelo kit R&D dual set. Para o
teste foram utilizadas placas de fundo chato para ensaio em volume reduzido, que
foram cobertas com o anticorpo de captura diluido em PBS (50 ulL/poco). Apos
incubagéo por 16 horas a 4°C, as placas foram lavadas 4 vezes com tampao de
lavagem (PBS Tween® 0,05%) (100uL/pogo) e incubadas durante uma hora com a
tampéo de bloqueio (PBS com 1% de albumina sérica bovina-BSA) (100 uL/poco)
(Sigma-Aldrich).

A curva padrao foi diluida em tampao de bloqueio + Tween® (0,05%) e
aplicada na placa, bem como as amostras (50 pL/pogo). Apds nova incubagéo por
16 horas a 4°C as placas foram lavadas 4 vezes com tampédo de lavagem e o
anticorpo de deteccdo diluido em tampédo de bloqueio + Tween® (0,05%) (50
ML/pogo) foi adicionado.

Uma hora apés a incubacdo com o anticorpo de deteccdo, as placas foram
lavadas 6 vezes com tampdo de lavagem e foi adicionada a solucdo de
streptavidina-peroxidase (R&D dual set) (50 uL/pogo). Trinta minutos apds a
incubacédo no escuro, as placas foram lavadas 8 vezes com tampéo de lavagem e foi
adicionada a solucdo de Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma-Aldrich), substrato para a
reacdo colorimétrica. Apés desenvolvimento satisfatério de cor na curva-padréo, a
reagao foi interrompida com solugédo de H2SO4 0,4N (50 uL/pogo) e a absorvancia a

405 nm foi determinada pela leitora de placas.

3.5.2.3 Quantificacdo dos niveis de dano oxidativo a lipidios e a proteinas

Os niveis de HNE e 3-NT foram determinados por transferéncia de slot como
descrito em detalhes por Joshi et al. (2006)%%4. A formac&o de HNE foram avaliados
para verificacdo do dano oxidativo em lipidios, e para avaliar dano oxidativo em
proteina foi analisado a formacdo de 3-NT. Foram utilizadas as amostras (5 ml)
(normalizadas para 4 mg/ml), 5 ml de dodecil de sédio a 12% sulfato de sodio (SDS)
e 5 ml de tampéo Laemmli modificado contendo Tris 0,125 M pH basico 6,8, SDS a
4% (v / v) e glicerol a 20% (v / v) foram incubados por 20 minutos a temperatura



59

ambiente. As amostras (250 ng) foram carregadas em cada po¢co em uma
membrana de nitrocelulose em um aparelho de slot blot sob vacuo.

Para avaliagdo da peroxidacao lipidica de HNE a membrana foi blogqueada
como acima e incubados com uma diluigdo 1: 5000 de policlonal anti-HNE anticorpo
em PBS por 1 hora e 30 minutos, e para avaliacdo do dano oxidativo em proteina
por 3-NT foi utilizada diluicdo 1: 2000 do anticorpo policlonal anti-3-NT. A
especificidade dos anticorpos priméarios HNE e 3-NT foi verificada conforme descrito
por Sultana et al. (2005)2%°.

3.5.2.4 Atividade da enzima MPO

Para a avaliagdo da atividade da enzima MPO, os tecidos foram
homogeneizados (50 mg/ml) em 0,5% de hexadeciltrimetilaménio brometo e
centrifugados a 15.000 giros durante 40 minutos. A suspensao foi entdo sonicada
trés vezes durante 30 segundos. Uma parte do sobrenadante foi misturado a
solucdo de tetrametilbenzidina 1,6mM e 1mM de H202. A atividade foi mensurada
espectrofotometricamente, com a variagdo de absorbancia a 650nm a 37°C266.267 As
analises da atividade da enzima MPO foi normalizada pelo contetdo de proteinas

que foi determinada conforme método descrito por Lowry e colaboradores (1951)2¢2,

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados dos testes comportamentais e da andlise bioquimica foram
expressos como média = erro padrdo da média (EPM, 95%). As comparacdes
estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via e 0s
grupos foram comparados entre si com post hoc de Newman-Keuls. A significancia
estatistica foi considerada para valores de p<0,05. As analises foram realizadas

utilizando o programa GraphPad Prism 4.0.
3.7 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
Este estudo foi submetido & avaliagio do Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UNISUL. A utilizacdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de

Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de
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Saude dos EUA, NHI, publicacdo namero 80-23, revisada em 1996) e a Diretriz
Brasileira para Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos —
DBCA do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal,
Resolugdo Normativa n°® 33, de 18 de novembro de 2016, publicado no Diario Oficial
da Unido — Secdo 1)?%%. Para que fosse minimizado o sofrimento dos animais,
considerou-se o tamanho de amostra minimo e adequado para a realizacdo da
andlise estatistica, baseado em estudo prévio em modelo animal de doencas

neuroldgicas utilizando como tratamento o 6-shogaol®°.
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4 ARTIGO

6-shogaol bioactive compound improves behavior and memory in Wistar rats

prenatally exposed to lipopolysaccharides

Running title: lipopolysaccharide and 6-shogaol and behavior
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ABSTRACT

Objective: 6-shogaol, bioactive compound of Zingiber Officinale Roscoe, has anti-
inflammatory, antioxidant and neuroprotective properties. The objective was to study
the effect of 6-shogaol on behavioral parameters in a preclinical model based on a
prenatal bacterial infection from maternal immune activation by lipopolysaccharide
(LPS).

Methodology: Twelve pregnant Wistar rats received 100 pg/kg LPS or saline
solution on gestational day (GD) 9.5. Male offspring participated in the study, 4
groups were divided, and evaluated at different ages. From the postnatal day (PND)
30 and 55 respectively, they were supplemented with 6-shogaol or saline solution, by
gavage at a dose of 10mg/kg/day, orally for 5 days. In the PND 35 and 60 the
animals performed behavioral tests: grooming, crossing and rearing that evaluated
repetitive movements, anxiety, interest in the new, respectively and the inhibitory
avoidance test that evaluated short-term (STM) and long-term memory (LTM).
Result: Prenatal exposure to LPS significantly increased at different ages, the
grooming episodes, crossing number and reduced rearing episodes in PND 37, with
6-shogaol administration reversing these parameters evaluated. In the inhibitory
avoidance test, STM and LTM, an improvement was identified at both ages in
relation to training and testing of treated groups and between groups.

Conclusion: Administration of postnatal 6-shogaol reversed behaviors in prenatal
LPS-exposed offspring, acting as a promising therapeutic component against brain

disorders associated with the process of maternal immune activation.
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1 Keywords: maternal immune activation and autism and 6-shogaol and

2 lipopolysaccharide and behavior and memory.
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O nutracéutico 6-shogaol exerce fator neuroprotetor em modelo animal de

autismo por ativagcdo imune materna

Titulo curto: 6-shogaol e neuroprotecdo e autismo e ativagdo imune

materna
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RESUMO

Objetivo: Estudar o efeito do 6-shogaol, componente fendlico bioativo do gengibre,
com propriedades neuroprotetores e atuacdo anti-apoptotica neuronal, sobre
parametros bioquimicos, em uma prole de ratos expostos a um insulto infeccioso no
periodo pré-natal a partir da ativacdo imune materna por lipopolissacarideo (LPS).
Metodologia: Doze ratas Wistar prenhes, receberam 100 pug/Kg de LPS ou salina no
dia gestacional (DG) 9.5. Participaram do estudo as proles de machos, a partir do
dia pds-natal (DPN) 30 e 55 respectivamente, foram suplementados com 6-shogaol
ou salina, por gavagem na dose de 10mg/Kg/dia, via oral por 5 dias. No DPN 37 e
62, ocorreu a morte por eutanasia, em seguida a dissecacdo do encéfalo
(hipocampo) para as analises da cinase regulada por sinal extracelular 1/ 2 (ERK 1/
2), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), enolase (NSE), dano em
proteinas e lipideos e a enzima mieloperoxidase (MPO).

Resultado: A exposicao pré-natal ao LPS diminuiu significativamente niveis de ERK
e BDNF em DPN 37 e 62, aumentou niveis de NSE e dano em lipideos em ratos no
DPN 37 e aumentou dano em proteinas nos ratos em DPN 62. Com o tratamento
utilizando o 6-shogaol, identificou-se um aumento nos niveis de ERK e BDNF em
DPN 37 e 62, redugdo no dano em lipideos e na atividade da MPO nos ratos em
DPN 37 e 62, respectivamente.

Conclusao: O 6-shogaol, reverteu positivamente niveis da proteina ERK 1 / 2 e
BDNF, reduziu o estresse oxidativo hipocampal, demonstrando acdo antioxidante e

anti-inflamatéria, em modelo animal de autismo por ativacdo imune materna.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estratégias terapéuticas vém sendo estudadas, como alvo para possiveis
tratamentos de doencas do SNC, sendo essas condutas menos invasivas e mais
acessiveis, visando a reducao de efeitos colaterais gerado pelos farmacos e atuando
na reducéo das condigbes comportamentais e neuroquimicas, ja existentes.

O presente estudo estudo se mostra como a primeira evidéncia de que o
tratamento com 6-shogaol, um fitoquimico com acéo neuroprotetora por exercer
efeito anti-inflamatorio e antioxidante, esta associado a melhora, no comportamento
de estereotipia, exploratorio, memadria e déficits cognitivos em uma prole de ratos
Wistar macho que sofreu uma intervencdo em periodo pré-natal por meio de uma
ativacdo imune materna provocada pela administracdo de LPS no DG 9.5, gerando
alteracdes condizentes com o TEA. Tal resposta pode ser em decorréncia do seu
efeito no mesmo modelo animal sobre a modulagcédo de niveis de ERK, BDNF, dano
em lipideos e atividade da MPO em diferentes fases do neurodesenvolvimento da
prole.

Por fim, os resultados obtidos neste estudo auxiliam a compreensao do
potencial papel na terapia ndo-farmacolégica para tratamento do TEA. Mesmo com
resultados comportamentais e bioquimicos positivos, novos estudos sdo necessarios
para avaliar os efeitos na utlizacgdo do 6-shogaol em outras fases do
desenvolvimento e em doses de administracdo diferentes para confirmar sua
potencial acdo como alternativa terapéutica para o tratamento do TEA. E, a partir

desses resultados, propor estudos com uma abordagem clinica.
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ANEXO A- Parecer Aprovacéo do Comité de Etica
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Palhoga, 01 de fevereiro de 2018
/ Registro na CEUA (c6digo):17.029.4.01.V

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

Ao Pesquisador/Professor(a): Fabricia Cardoso Petronilho

Prezado(a),

modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ouensino)-eneontra—sedeaoofdocomospraoeitosdaLei Federal n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi

pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituido, em
reuniao de 08 de fevereiro de 2018.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir @ fazer cumprir, no ambito da UNISUL e nos
limites de suas atribuicdes, os dispostos na legislacao Federal aplicavel a criagao, manutencao
e a utiizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras instituigdes,
caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de assessoria e fiscalizagdo nas
questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal: enquadramento na legislacéo
vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualguer alteracdo dos procedimentos
e ologias que houver durante a realizagéo do projeto em questao, devera ser informada

m
imedi

Campus Flonanépolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25 - Cidade Universitaria Pedra
Branca - CEP 88137-270 - Palhoga - SC - Fone 55-48-3279-1036 - ceua@unisul br
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Biochem Cell Biol. 2016 Oct;84{5):451-458. Epub 2018 May 3.

Single dose and repeated administrations of liraglutide alter energy metabolism in the brains of
young and adult rats.

Pra M!, Ferreira GKZ, de Mello AH', Schraiber RE' Cardoso LC!, Souza LD, da Rosa N2, Fortunato JJ?, Rezin GT'.
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3 claboratory of Neuroscience, Postgraduate Program in Health Sciences, University of Southern Santa Catarina, Tubardo, 88704-900 SC,
BErazil.

Abstract

Liraglutide is @ human glucagon-like peptide-1 {GLP-1) analogue that was recently approved to treat obesity in some countries. Considering
that liraglutide effects on brain energy metabolism are litile known, we evaluated the effects of liraglutide on the energy meiabolism. Animals
received a single or daily injection of saline or liraglutide during 7 days (25, 50, 100, or 300 pg/kg i.p.). Twenty-four hours after the single or
last injection, the rats were euthanized and the hypothalamus, prefrontal coriex, cerebellum, hippocampus, striatum, and posterior cortex
were isolated. Qur results demonstrated that a single dose of liraglutide in young rats increased the activity of complexes and inhibited
creatine kinase activity. Repeated administrations of iraglutide in young rats reduced the activity of complexes and activated creatine kinase
activity. In adult rats, a single dase of liraglutide reduced the activity of complex | and creatine kinase and increased the activity of complexes
Il and V. Repeated administrations of liraglutide in adult rats increased the activity of complexes | and IV and reduced the activity of complex
1l and creatine kinase. We concluded that liraglutide may interfere in energy mefabolism, because analysis of different times of
administrations, concentrations, and level of brain development leads to divergent results.

KEYWORDS: GLP-1; energy metabolism; incretin system; liraglutide; métabolisme énergétique; obesity; obésité; systéme des incrétines
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Effects of w-3 fatty acids on stereotypical behavior and social interactions in Wistar rats
prenatally exposed to lipopolysaccarides.
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Southern Santa Catarina, Tubardo, Santa Catarina, Brazil.

3 Immunopharmacology Laboratory, Instituto Oswaldo Cruz/IQC/FIQCRUZ-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil.

Abstract

OBJECTIVE: Supplementation with w-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) can positively contribute to neurologic development, modulating
inflammatory responses, promofing homeostasis, and having a positive effect on animal behaviors associated with mental disorders. The aim
of this study was to evaluate behavioral and biochemical effects of w-3 fatty acid supplementation in an animal model for mental disorders by
prenatal maternal exposure to lipopolysaccardies (LPS) from the maternal immune activation.

METHODS: Twelve pregnant Wistar rats were used. Each rat received 100 pg/kg of LPS or saline solution on gestational day (GD) 8.5. The
offspring remained with mothers until weaning and from postnatal day (FND) 30 were supplemented with w-3 PUFA or saline solution by
gavage at a dose of 0.8 g/kg orally for 21 d. On PND 52, the animals underwent behavioral tests; then, they were sacrificed, and the brain
structures were dissected and analyzed by levels: neuron-specific enolase (NSE), brain-derived neurotrophic factor, and transforming growth
factor (TGF)-B.

RESULT: Prenatal exposure to LPS significantly increased the episodes of stereotyped movements and decreased social interaction in the
offspring (P = 0.009 and P = 0.001, respectively), after w-3 PUFA supplementiation these parameters reversed (P = 0.005 and P = 0.013,
respectively). Significant changes also were idenfified in the biochemical analysis in NSE and TGF- in the brain structures; these conditions
were reversed after w-3 PUFA supplementation.

CONCLUSION: Supplementation with w-3 PUFA reversed animal behaviors that often are observed in autism and other mental disorders in
rats prenatally exposed to LPS, and also exeried neuroprotective effects in marker levels of neurcnal damage and expression of TGF-B.

Copyright © 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

KEYWORDS: Lipopolysaccharides; Maternal immune activation; Neuron-specific enolase; Transforming growth factor-3; w-3
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Alpha-lipoic acid attenuates acute neuroinflammation and long-term cognitive impairment after
polymicrobial sepsis.
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Abstract

Sepsis is a complicafion of an infection which imbalance the normal regulation of several organ systems, including the central nervous
system (CNS). Evidence points towards inflammation and oxidative siress as major steps associated with brain dysfunction in sepsis. Thus,
we investigated the o-lipoic acid (ALA) effect as an imporiant antioxidant compound on brain dysfunction in rats. Wistar rats were subjected to
sepsis by cecal ligation and perforation (CLP) or sham {control} and treated orally with ALA (200 mg/kg after CLP) or vehicle. Animals were
divided into sham + saline, sham + ALA, CLP + saline and CLP + ALA groups. Twelve, 24 h and 10 days after surgery, the hippocampus,
prefrontal cortex and cortex were obtained and assayed for levels of TNF-a and IL-1E, klood brain barrier (EEE) permeability, nitrite/nitrate
coenceniration, myeloperoxidase (MPOQ) acfivity, thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, profein carbenyls, superoxide
dismutase (S0D0) and catalase (CAT) activity and neurotrophing levels. Eehavioral tasks were performed 10 days after surgery. ALA reduced
EEE permeability and THF-a levels in hippocampus in 24 h and IL-15 levels and MPO aciivity in hippocampus and prefrontal cortex in 24 h.
ALA reduced nitrite/nitrate concentration and lipid peroxidafion im 24 hin all structures and protein carbenylation in 12 and 24 hin
hippecampus and cortex. CAT activity increased in the hippocampus and corlex in all times. ALA enhanced NGF levels in hippocampus and
corex and prevented cognitive impairment. Cur data demonsirates that ALA reduces the consequences of polymicrobial sepsis in rats by
decreasing inflammatory and oxidative stress parameters in the brain.

Copyright @ 2017. Published by Elsevier Lid.

KEYWORD 5: Alpha-lipoic acd (PubChem CID:G112); Anticesdant Behavior; Blood brain barmer; Ceftriaxone (PubChem CID:5478630); Copper sulfate
(PubChem ClD:24462); Dinitrophenylhydrazone (PubChem CID:5387485); Dipyrone (PubChem CID:522325); Evans blue dye (PubChem CID:24832074);
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Dimethyl Fumarate Limits Neuroinflammation and Oxidative Stress and Improves Cognitive
Impairment After Polymicrobial Sepsis.
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Abstract

Sepsis is caused by a dysregulated host response to infection, ofien associated with acute central nervous system (CNS) dysfunction, which
results in long-term cognitive impairment. Dimethyl fumarate (DMF) iz an imporiant agent against inflammatory response and reactive
species in CNS disorders. Evaluate the effect of DMF on acute and long-term brain dysfunction after experimental sepsis in rais. Male Wistar
rats were submitted to the cecal ligation and puncture (CLP) model. The groups were divided into sham (control) + vehicle, sham + NAC,
sham + DMF, CLP + vehicle, CLP + NAC, and CLP + DMF. The animals were treated with DMF (15 mg/kg at 0 and 12 h after CLP. per
gavage) and the administration of n-acetylcysteine (NAC) (20 mgfkg; 3, 6, and 12 h after CLP, subcutaneously) was used as positive control.
Twenty-four hours after CLP, cytokines, myeloperoxidase (MPQ), nitrite/nitrate (N/N), oxidative damage to hipids and proteins, and antioxidant
enzymes were evaluated in the hippocampus, total cortex, and prefrontal cortex. At 10 days after sepsis induction, behavioral tests wera
performed to assess cognitive damage. We observed an increase in cytokine levels, MPO activity, N/N concentration, and oxidafive damage,
a reduction in 30D and GPx activity in the brain structures, and cognitive damage in CLP rats. DMF treatment was effective in reversing
these parameters. DMF reduces sepsis-induced neurcinflammation, oxidative stress, and cognitive impairment in rats subjected to the CLP
model.

KEYWORDS: Cognitive impairment; Dimethyl fumarate; Meurcinflammation; Oxidative stress; Sepsis
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Oxidative stress and mitochondrial dysfunction contributes to postoperative cognitive
dysfunction in elderly rats.
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Abstract

Postoperative cognitive dysfunction (POCD) is defined by cognitive impairment determined by neuropsychological tests from before to after
surgery. Several mechanisms have been proposed in this bidirectional communication between the immune system and the brain after
surgery. We aimed at understanding the mechanisms underlying POCD elderly rats in an experimental tibial fracture model. Elderly male
Wistar rats were suhjected to tibial fracture (TF) model Control (sham) and fracture (TF) groups were followed to determine nitrite/nitrate
concentration; oxidative damage io lipids and proieins; the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase-SOD and catalase-CAT),
mitochondrial respiratory chain enzymes, and creating kinase (CK); and BDNF levels in the hippocampus and prefrontal cortex (at 24 h and at
seven days) and cognitive function through habituation to the open field task and novel object recognition task (only at seven days). TF group
presented increased concentration of nitrite/nitrate, hippocampal lipid peroxidation at seven days, protein oxidative damage in the prefrontal
cortex and hippocampus at 24 h, decreased antioxidant activity in both structures on the first postoperative day and comproemised function of
the mitochondrial respiratory chain complexes as well as the CK enzyme. In addition, the levels of BDNF were reduced and memaory function
was impaired in the TF group. In conclusion, elderly rats submitied to an experimental model of tibial fracture displayed memory impairment
accompanied by an increase in oxidative stress, mitochondrial dysfunciion and reduced neurotrophin level.

Copyright © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

KEYWORD S: Mitochondrial respiratory chain; Cxidative stress; Postoperative cognitive dysfunction



95

Mutrition. 2018 Dec 7. pii: S0598-8007(18)30844-4. doi: 10.1015/j.nut.2018.12.003. [Epub ahead of print]

Fish oil-rich lipid emulsion modulates neurcinflammation and prevents long-term cognitive
dysfunction after sepsis.
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Abstract

OBJECTIVE 5: Sepsis is a severe organic dysfunction caused by an infection that affects the normal regulation of several organ systems,
including the ceniral nervous system. Inflammation and oxidative sfress play crucial roles in the development of brain dysfunction in sepsis.
The aim of this study was to defermine the effect of a fish oil (FO)-55-enriched lipid emulsion as an imporiant anti-inflammatory compound on
brain dysfunciion in septic rais.

METHODS: Wistar rats were subjected to sepsis by cecal ligation and perforation (CLP} or sham (control) and treated orally with FO {600
ulikg after CLP} or vehicle (saling; sal). Animals were divided into sham-+sal. sham+FC, CLP+sal and CLP+FO groups. At 24 h and 10 d
after surgery, the hippecampus, prefrontal coriex, and total corfex were obtained and assayed for levels of interleukin (IL)-15 and IL-10,
bleod-brain barrier permeability, nitrite/nitrate concentration, myeloperoxidase activity, thiobarbituric acid reactive species formafion, protein
carbonyls, superoxide dismutase and catalase aclivity, and brain-derived neurctrophic factor levels. Behavioral fasks were performed 10 d
after surgery.

RESULTS: FO reduced BEB permeability in the prefrontal cortex and total cortex of septic rats, decreased IL-1[ levels and protein
carbonylation in all brain structures, and diminished myeloperoxidase activity in the hippocampus and prefrontal ceriex. FO enhanced brain-
derived neurotrophic factor levels in the hippocampus and prefronial cortex and prevented cognifive impairment.

CONCLUSION 5: FO diminizhes the negative effect of polymicrobial zepsis in the rat brain by reducing inflammatory and oxidative stress
markers.

Copyright © 2018 Elsevier Inc. Al nghts resened.
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Effects of prenatal exposure to temephos on behavior and social interaction.
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Abstract

The neurodevelopment period is susceptible to alterations by genetic and environmental factors, such as the exposure to organophosphates
{OP). The OP is neurotoxic and has been associated with neurclogical diseases pathophysiology. The OP temephos is widely used against
Aedes aegypli in Brazil's public health programs.

PURPOSE: To evaluate behavioral effects of prenatal exposition to temephos in Wistar rats.

METHODS: First, we divided pregnant females into groups: those who received temephos diluted in distilled water by gavage between
gestational days 6-13 and those who received only distilled water in the same period and volume. Then, we divided pups according to sex
and exposure, and we made the behavioral tests on postnatal day 30.

RESULTS: Prenatal exposure to temephos caused hyperactivity, stereotyped behavior, and social impairment in animals.

CONCLUSION: These results are similar to the altered behavior presented in some neurobiological diseases models, like Attention Deficit
Hyperactivity Disorder and Autism Spectrum Disorders, and this study may bring a red alert to the large use of temephos in Brazil, due to the
damage caused by its exposure.

KEYWORDS: neurodevelopment; organophosphate; temephos; toxicity



