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RESUMO

Diversos estudos tém demonstrado o potencial benéfico dos flavonoides sobre varios aspectos biolégicos, o que
levou a prescricdo de diversas destas substancias como suplementos alimentares para prevenir ou corrigir
alteracfes funcionais, principalmente no que diz respeito aquelas relacionadas ao envelhecimento. A morina
apresenta potencial protetor do sistema cardiovascular contra o estresse oxidativo e apresenta efeitos
antitumorais bastante promissores no tratamento de neoplasias. Entretanto, outros estudos demonstram que ela
pré-oxidante por induzir a producdo de superdxido (O, e-) e perdxido de hidrogénio (H,O,), causar dano ao
DNA em cultura de linfdcitos e inibir a enzima glutationa redutase. Visto que varios estudos apontam que 0s
radicais livres além de estarem envolvidos com a patogénese de muitas doengas, estdo envolvidos com as
mudancas e doencas associadas a idade, entre elas, o declinio da performance cognitiva, em particular, o
aprendizado e a memoria, o presente estudo tem por funcéo analisar o efeito agudo de diferentes doses da morina
sobre a memdria de reconhecimento e esquiva inibitoria em ratos submetidos a tarefas comportamentais. Os
animais submetidos a tarefa de reconhecimento do objeto novo receberam inje¢des intraperitoneais de veiculo
ou morina (Sigma) (5mmol/Kg e 50mmol/Kg ) 96 horas antes da sessdo de treino ou imediatamente apds o
treino da tarefa. Os ratos que receberam morina pré-treino, em ambas as doses, apresentaram bloqueio completo
de STM e LTM. Nos ratos que receberam a dose de 5,0mmol/Kg imediatamente pds-treino foi observado efeito
amnésico na STM e LTM enquanto que 0s ratos que receberam a dose de 50,0mmol/Kg apresentaram bloqueio
apenas na LTM. O tempo total de exploracdo dos objetos durante a sessdo de treino da tarefa onde os animais
receberam morina pré treino foi diferente estatisticamente entre os grupos que receberam solugdo veiculo e o0s
grupos que receberam morina. Tal fato, nos leva a considerar que a morina pode ter algum outro efeito
inespecifico sobre a atividade locomotora exploratéria, motivacdo ou ansiedade. Expostos a tarefa de esquiva

inibitéria os animais receberam injecGes intraperitoneais de morina na dose de 50,0mmol/Kg 96 horas antes da



sessdo de treino e nas doses de 5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg em dois diferentes tempos: 30 pré-treino e
imediatamente pds- treino. Em nenhuma das doses ou tempos foram encontrados déficts de meméria. Em
conjunto os resultados obtidos neste estudo indicam que os efeitos da morina sobre a memdria dependem do
contelido da tarefa comportamental, uma vez que ela causou prejuizo em uma tarefa neutra e ndo provocou
alteraces em uma tarefa aversiva. Entretanto, sugere-se a realizacdo de estudos adicionais que avaliem o efeito
deste flavondide em outros aspectos neurocomportamentais, os quais poderiam influenciar o desempenho dos

animais nas tarefas de memoria.

Palavras-Chave: memoria de reconhecimento — memdria de esquiva inibitéria — radicais livres — flavonoides —

morina — envelhecimento — ratos



ABSTRACT

Various studies have demonstrated the beneficial potential of flavonoids on many biological
aspects, which lead to the prescription of many of those substances as food supplements to
prevent or to correct functional alterations, especially the ones concerning aging. Morin
presents the potential to protect the cardiovascular system against oxidative stress and also
presents very promising anti-tumor effects on the treatment of neoplasias. However, other
studies demonstrate that morin is pro-oxidant because it induces the production of superoxide
(O, e-) and hydrogen peroxide (H.0,) and because it causes damage to DNA in lymphocyte
cultures and it inhibits the enzymeglutathione reductase. Once many studies indicate that free
radicals, besides being involved in pathogeny of many illnesses, are involved in changes and
illnesses associated to aging, including the decline of cognitive performance, particularly
learning and memory, the present study aims at analyzing the acute effect of different doses of
morin on recognition memory and inhibitory avoidance in mice submitted to behavioral tasks.
The animals submitted to the task of recognizing a new object were administrated
intraperioneal injections of vehicle or morin (Sigma) (5mmol/Kg e 50mmol/Kg ) 96 hours
before the training session or immediately after task training. Mice that received morin before
training, in both doses, presented complete block of STM and LTM. In mice that received the
5,0mmol/Kg dose immediately after training, amnesiac effect of STM and LTM was

observed, while mice that received the 50,0mmol/Kg dose presented only LTM block. The



total time of exploration of objects during task training session in which the animals received
morin before training was statistically different between the groups that received vehicle
solution and the groups that received morin. Such fact lead us to consider that morin may
have some other unspecific effect on the exploratory locomotion activity, motivation or
anxiety. Exposed to inhibitory avoidance task, animals were administrated intraperitoneal
injections of morin in 50,0mmol/Kg doses 96 hours before the training session and
5,0mmol/Kg and 50,0mmol/Kg doses in two different moments: 30 before training and
immediately after training. In none of the doses or moments memory deficits were found. As
a whole, the results found in this study indicate that the effects of morin on memory depend
on the content of the behavioral task, once it damaged a neutral task and it did not provoke
alterations in an aversive task. However, we suggest the accomplishment of additional studies
which evaluate the effect of this flavonoid on other neurobehavioral aspects, which could

influence the performance of animals in memory tasks.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AMPA - acido amino-hidroxil-isoxazol-propidnico

AMPCc - adenosina monofosfato ciclico

ANOVA - analise de variancia de uma via

CAMKII - proteina quinase calcio-calmodulina dependentes
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DNA - acido desoxirribonucléico

GMPc - -guanosina monofosfato ciclico

H,0, — perdxido de hidrogénio
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MAPK - proteina quinase ativada por mitdgenos
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PIPK - fosfatidilinositol fosfato quinase

PKA - proteina quinase dependente de AMPc

PKC - proteina quinase dependente de calcio

PKG - proteina quinase dependente de GMPc

RNA - &cido ribonucléico

ROS - espécies reativas de oxigénio

SNC - sistema nervoso central

SOD - superoxido dismutase

STM — memoria de curta duracdo (do inglés, short-term memory)
OH’ - ion hidroxil

OHe - radical hidroxil



INTRODUCAO

As populac6es de idosos tém sofrido um aumento substancial em praticamente todos
o0s paises do mundo. No caso brasileiro, atualmente, a populagdo com idade igual ou superior
a 60 anos ¢é da ordem de 15 milhGes de habitantes, uma vez que a participacdo de idosos na
populacdo nacional total dobrou nos Gltimos 50 anos, passando de 4% em 1940 para 9% no
ano 2000. ProjecOes recentes indicam que esse segmento podera ser responsavel por quase
15% da populacio brasileira em 2020®

Todo esse aumento deve-se a alta taxa de fecundidade observada nos anos 50 e 60, &
queda da mortalidade e as melhorias nas condigdes de saude ocasionada por uma tecnologia
medica mais avangada, bem como a Universalizacdo da Seguridade Nacional, maior acesso
aos servicos de salde e outras mudancas tecnoldgicas, levando o idoso a ter sua expectativa
de sobrevida aumentada®. O aumento na expectativa de vida tanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento aumentou a necessidade de se ter maiores informagdes a respeito
do processo de envelhecimento per se e doengas associadas.

InvestigacOes na area da biologia do envelhecimento sobre as possiveis causas do
envelhecimento apontam que os radicais livres alem de estarem envolvidos com a patogénese
de muitas doencas®®, estdo envolvidos com as mudancas e doencas associadas a idade®™®,

entre elas, o declinio da performance cognitiva, em particular, o aprendizado e a meméria © .



A importancia da associacao entre o estresse oxidativo, envelhecimento e morbidades
esta relacionada com a constante producao de radicais livres por organismos vivos, a qual é
controlada através da producdo endogena de enzimas antioxidantes e pelo consumo de
antioxidantes exdgenos ndo enzimaticos, tais como as vitaminas C e E entre outros.

Dentre as enzimas que tém papel antioxidante destacam-se a superdxido dismutase
(SOD), a catalase e a glutationa peroxidase, que se apresentam diminuidas no sistema nervoso
durante o processo de envelhecimento . No entanto, 0 uso terapéutico de antioxidantes n&o
é recomendavel, pois faltam dados cientificos que demonstrem efetivamente que seu uso €
seguro e eficiente. Por este motivo diversas sociedades profissionais e cientificas como
American Dietetic Association® consideram que a melhor forma de consumo destas
substancias € através de uma dieta rica em frutas e vegetais.

Assim, torna-se interessante a analise dos efeitos dos flavonoides, compostos
polifendlicos considerados antioxidantes, na prevencdo e tratamento de diversas doencas
relacionadas ao envelhecimento, entre as quais aquelas relacionadas a neurodegeneracao,

especialmente no que se refere a déficits cognitivos como a memodria.



1. REFERENCIAL TEORICO

1.1Teorias sobre o Envelhecimento

Apesar dos grandes avancos realizados nas pesquisas sobre o processo do
envelhecimento, varios sdo os conceitos que tentam defini-lo, mas poucos conseguem chegar
ao grau de generalizacdo necessario para explicar satisfatoriamente 0s mecanismos
subjacentes a este processo ¥ .

Acredita-se que envelhecemos por que sobre uma base genética atuariam, com maior
ou menor intensidade, fatores extrinsecos. Estes fatores extrinsecos incluiriam aspectos
psicossociais e ambientais, determinando alteracdes funcionais, celulares e moleculares
acarretando a aceleracdo ou desaceleracdo da capacidade de equilibrio homeostatico e,
portanto, influindo na predisposicdo a doencas'”.

Do ponto de vista bioldgico, pode-se dizer que o envelhecimento trata de um processo
normal, multifatorial e irreversivel, que age gradualmente em funcdo do tempo, levando a
uma perda de aptiddes e tendo como resultado final a morte®.

A multifatoriedade envolvida no processo do envelhecimento dos seres vivos torna a
sua explicacdo complexa e com diversas questdes em aberto. Existem diversas teorias que
priorizam um ou outro aspecto associado ao desencadeamento das modificacdes
biogerontologicas, sendo sugeridas diferentes classificacoes.

Hart e Tuturro® sugeriram uma escala crescente de abrangéncia: teorias de base

celular, teorias baseadas em 6rgéos e sistemas, teorias populacionais e teorias integrativas.



Hayflick™® optou por uma classificagdo baseada em eventos que geram as mudancas
associadas ao envelhecimento, sendo caracterizados por eventos programados geneticamente
ou eventos aleatorios.

Finch® dividiu as teorias em evolutivas e ndo-evolutivas. As evolutivas se ocupariam
em justificar o papel do envelhecimento através dos grupos filogenéticos, enquanto as néo-
evolutivas se concentrariam nos mecanismos celulares, fisiologicos e ambientais que atuam
sobre 0 processo.

Arking® sugeriu o emprego de uma classificagdo dual que considera tanto a origem da
mudanca observada com o envelhecimento destacada, pela teoria (estocastica ou sistémica),
quanto o nivel onde o efeito da mudanca é encontrado (intracelular ou extracelular): uma
determinada teoria pode ser ao mesmo tempo intracelular e estocastica, por exemplo.

Masoro? propds que as teorias poderiam ser agrupadas em quatro categorias: (1)
relogios de envelhecimento adaptados evolucionariamente a cada espécie ou grupo de
espécies; (2) uso e desgaste; (3) genes e expressdo génica e (4) regulacdo da funcéo sistémica.

Dentre essas diversas teorias que tentam explicar o processo do envelhecimento, talvez
a mais debatida atualmente, e que possui um corpo relativamente extenso de evidéncias, seja a
teoria dos radicais livres ou teoria do dano oxidativo. Esta teoria preconiza que as células ao
gerarem altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) seriam danificadas por estes
compostos, influenciando seu funcionamento normal o que, num efeito “cascata”, prejudicaria
tecidos, 6rgdos e até o organismo como um todo. Desta forma, a maioria ou todas as
deficiéncias fisioldgicas caracteristicas de mudancas relacionadas com a idade poderiam ser
atribuidas aos danos intracelulares produzidos pelos radicais livres®*?,

Baixos niveis de ROS, incluindo o radical hidroxil (¢OH), anions superéxido (O, e-) e
peréxido de hidrogénio (H,0;) sdo constantemente gerados nos organismos aerobios, visto

que sdo indispensaveis em muitos processos bioquimicos, como a diferenciacdo e a



proliferacdo celular, apoptose (4), imunidade (5) e defesa contra microorganismos™®. Em
contraste, altos niveis ou a remogdo inadequada de ROS resulta no estresse oxidativo que
causa um actimulo de disfuncdes em nivel molecular e celular™). Além de formar compostos
inateis para o metabolismo celular, o estresse oxidativo é capaz de danificar o0 DNA e
produzir ligagbes cruzadas em algumas moléculas essenciais para a manutencéo fisiologica e
estrutural das células e tecidos(***®.

Os indicios de que os radicais livres estdo envolvidos com mudancas associadas a
idade sdo relatados em experimentos com um grupo de substancias quimicas que inibem a
formagéo destes radicais. Esses inibidores sdo chamados de antioxidantes, pois impedem que
0 oxigénio se combine com moléculas suscetiveis para a formacdo de radicais livres
prejudiciais.

Dada a importancia das substancias antioxidantes presentes na dieta e no organismo,
investigacOes buscando a identificacdo destes compostos e do seu papel no processo do
envelhecimento e nas patologias decorrentes se fazem cada vez mais presentes, sendo
compativeis com a teoria do envelhecimento que se acredita subsidiar teoricamente o presente

estudo. Por tal motivo, consideracdes sobre classes ndo enziméticas de antioxidantes, como é

o0 caso dos flavondides, sdo importantes de serem aqui comentadas.

1. 2 O papel antioxidativo dos flavonoides

Muitas espécies de plantas produzem uma série de moléculas denominadas
fitoquimicos que possuem uma acdo ativa no metabolismo corporal dos organismos vivos.
Estes compostos sdo geralmente ingeridos através dos alimentos e nos ultimos anos tém

atraido a atengdo de cientistas de diversas areas. Os fitoquimicos abrangem um grande



numero de moléculas que incluem polifendis, fitosterdis e fitestrdgenos. Recentemente,
Carvalho et al.* realizaram uma revisao que inclui as principais classes de fitoquimicos e seu
possivel efeito na satde humana.

Dentre os fitoquimicos, os polifendis sdo compostos encontrados em quase todos 0s
alimentos vegetais e sdo uma das principais fontes de compostos bioativos da dieta. Mais de
8.000 polifendis sdo conhecidos e mais de 2.000 sdo encontrados na natureza. Nas plantas,
eles sdo essenciais para a pigmentacdo, crescimento, reproducdo, resisténcia a patogenos e
muitas outras funcdes. No grupo dos polifenois encontramos varios subgrupos, dentre o0s
quais, os flavonoides, descobertos pelo bioguimico Alberto Gyorgi, que os chamou de
“vitamina P”. Este pesquisador descobriu que os flavondides auxiliavam nas atividades da
vitamina C, melhorando sua absorcéo e protegendo contra o oxidac&o™®.

Portanto, os flavonoides sdo antioxidantes polifendicos encontrados nos alimentos,
principalmente nas verduras, frutas, grdos, sementes, castanha, condimentos, ervas e também
em bebidas como vinho e chd. Sendo assim, os flavondides sdo considerados alimentos
funcionais.

Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde'’, no Brasil, a
definicdo adequada de alimentos funcionais seria: “Qualquer alimento ou parte do alimento
gue proporciona efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou benéficos a salde, devendo ser
seguro para 0 consumo a partir de pesquisas incluindo a prevencao e o controle de doengas,
além de satisfazer os requerimentos nutricionais tradicionais” .

Existem evidéncias de que uma nutricdo equilibrada associada a um estilo de vida
saudavel pode adiar ou reduzir algumas mudancas deletérias que podem estar associadas ao
envelhecimento®®. Estudos sobre o uso de flavondides sugerem que estas substancias além
do potencial antioxidante, parecem ter uma grande variedade de efeitos biolégicos®®2*2Y,

Suas propriedades antioxidantes, antiinflamatérias, antitumorais, antitrombogénicas e



antiosteoporoticas tém levado ao desenvolvimento de diversos estudos experimentais e
epidemiolégicos®?® a respeito de sua utilizagdo na prevencdo e tratamento de diversas

doencas relacionadas ao envelhecimento, entre as quais aquelas relacionadas a disfuncbes do

(24.25,26) 02728

sistema cardiovascula e a neurodegeneraca Entretanto, os efeitos dos
flavonoides dependem de diferentes fatores, entre os quais 0s componentes especificos
utilizados, o tipo de tecido sob investigacdo e concentragdes usadas, uma vez que VAarios
estudos indicam que estas substancias podem apresentar efeitos antagénicos dependendo da
situacdo experimental. Diversos trabalhos evidenciam tanto potencialidades pré como
antioxidantes dos flavon6ides®°23031:32),

Entre os flavonoides existe uma molécula denominada morina que parece ter efeito
ativo no metabolismo fisioldgico e bioguimico. A morina ( 2°,3’, 4’5, 7-pentahidroxiflavona),
um pigmento amarelo originalmente extraido de Chlorophora tinctoria®™, é um flavonéide
que tem sido amplamente estudado no que se refere aos seus efeitos protetores do sistema
cardiovascular contra o estresse oxidativo.

Adicionalmente a morina, assim como outros flavondides, teria atividade
imunomodulatéria e antitumoral. Em relacdo a este ultimo efeito foram obtidos resultados
bastante promissores tanto em estudos in vitro quanto in vivo. Foi demonstrado que a
suplementacdo alimentar com flavondides é capaz de prevenir a génese de tumores
normalmente induzidos por fatores carcinogénicos®, sendo possivel que o efeito antitumoral
da morina esteja relacionado a sua capacidade de inibir a PIPK®?, uma enzima envolvida na
transducdo de sinais intracelulares pelos fosfoinositidios através da ativacdo da PKC e
mobilizacdo do Ca++ intracelular®. Entretanto, este efeito inibitério sobre a PIPK é
observado também em células sadias do sistema nervoso central, onde poderia vir a promover

prejuizos sobre a memdria por deprimir a atividade da PKC, a qual é necesséria tanto para a

consolidac&o quanto evocacéo da memériat*®).



Outros estudos demonstram que a morina, apesar de ser um flavondide, pode tornar-se
uma molécula pré-oxidante, uma vez que induz a producéo de superoxido (O, e-) e peroxido
de hidrogénio (H,0,), promove o dano do DNA em cultura de linfdcitos e inibe a enzima
glutationa redutase®”.

Sabendo-se que o aumento do estresse oxidativo estd intimamente ligado a prejuizos
cognitivos ralacionados com o envelhecimento normal e com doengas neurodegenerativas, a

administracdo de agentes antioxidantes torna-se uma importante alternativa na prevencéo de

tais déficits®®.

1.3 Memoria

O sistema nervoso central (SNC) é o sistema biolégico mais comprometido com o
processo do envelhecimento, pois € o responsavel pela vida de relacdo (sensacdes,
movimentos, funcbes psiquicas, entre outros) e pela vida vegetativa (funces bioldgicas
internas)®®. O comprometimento do SNC tem sido preocupante pelo fato de ndo haver
indicativos promissores de que dispde de capacidade reparadora, ficando sujeito ao processo
de envelhecimento através de fatores extrinsecos (ambiente, sedentarismo, tabagismo, entre
outros) e intrinsecos (genético, sexo, circulatorio, metabdlico, radicais livres, entre outros),
que exercem uma acio deletéria com o decorrer do tempo®®, tornando relevante a avaliacéo
da relacdo entre envelhecimento e memoria, uma vez que esta Ultima é uma das mais
importantes fun¢Bes cognitivas do ser humano, responsavel pelo armazenamento de
informagdes e de conhecimentos sobre nés mesmos e 0 mundo que nos cerca, que nos da uma
identidade. Ela é a base para o desenvolvimento da linguagem, do reconhecimento das
pessoas e dos objetos que encontramos todos os dias, para sabermos quem SOomos e para

termos a consciéncia da continuidade de nossas vidas. Sem a memoria, a cada dia, ou a cada



momento, estariamos comegando uma vida nova, sem podermos nos valer do que aprendemos
anteriormente®”.

A capacidade de adaptacdo do individuo ao seu ambiente depende da aquisicéo,
retencdo e evocacgdo de estratégias adequadas de acdo. A aquisi¢do de novas informacoes faz
parte de um processo denominado aprendizado, enquanto o armazenamento e a evocacao dos
conhecimentos compdem a memdria. Embora seja conveniente descrever as memorias como
se elas fossem notas guardadas em um arquivo, esta certamente ndo é a forma pela qual as
experiéncias vividas sdo armazenadas no encéfalo. Na realidade o estabelecimento da
memoria depende de uma série de mecanismos fisiologicos e bioguimicos que alteram a
forma de perceber, pensar, planejar e agir, presumivelmente por alterar os circuitos neurais
envolvidos na percepcao, desempenho, pensamento e planejamento®®®.

Logo, memdria € a aquisicdo, a conservacgdo e a evocacdo de informacdes. A aquisicdo
é também chamada de aprendizagem: s se “grava” aquilo que foi aprendido. A evocacéo é
também chamada de recordacdo, lembranga, recuperagdo. SO lembramos aquilo que
gravamos, aquilo que foi aprendido. Assim, ha tantas memorias possiveis como experiéncias
e, portanto, qualquer classificacéo ¢ artificial. No entanto, principalmente do ponto de vista
pratico ou clinico, existem classificacbes de memoria que tém contribuido para esclarecer
aspectos importantes.

Quanto a duracdo as memdrias podem ser classificadas em memdrias de curta prazo
(STM - de poucos minutos até trés ou quatro horas) e memdrias de longo prazo (LTM), as
quais persistem dias, meses ou anos.

Pode-se dizer que a memdria de curta duragdo é o processo, ou conjunto de processos,
que mantém a memoria funcionando durante as horas em que a memdria de longa duragdo
ndo adquiriu sua forma definitiva. Durante muito tempo se discutiu se a memoria de curta

duracdo é simplesmente uma fase inicial da memoria como um todo, ou se a memdria de



curta e longa duracdo envolvem processos paralelos e até certo ponto independentes.
Atualmente, sabe-se que a memdria de curta duracdo requer as mesmas estruturas nervosas
que a de longa duracdo, mas envolve mecanismos proprios e distintos®?.

Quanto ao conteudo as memorias podem ser classificadas em memorias declarativas,
que registram fatos, eventos ou conhecimentos e memdrias procedurais ou memdarias de
procedimentos, memorias de capacidades ou habilidades motoras ou sensoriais e que
normalmente chamamos de “habito”C? .

Entre as memorias declarativas, as referentes a eventos aos quais assistimos ou dos
quais participamos s&o denominadas episédicas e, as de conhecimentos gerais, semanticas®®.
Tanto as memorias declarativas quanto as procedurais podem ser divididas em explicitas,
memorias adquiridas com plena intervencdo da consciéncia, e implicitas, memdrias adquiridas
sem que haja uma consciéncia clara da aquisicao.

O hipocampo é a estrutura central para a formacdo de memorias declarativas, sendo
que varias regides corticais como a pré-frontal, a entorrinal e a parietal participam do
processo. As memorias implicitas envolvem, em diversos casos, algumas dessas areas, mas
dependem fundamentalmente de circuitos subcorticais (ntcleo caudado ou globo palido) ou
cerebelares %),

No entanto, as memdrias ndo sdo adquiridas imediatamente na sua forma final.
Durante 0s primeiros minutos ou horas ap0s sua aquisicao, elas sdo suscetiveis a interferéncia
por outras memorias, por drogas ou por outros tratamentos.

A formacdo de uma memoria de longa duracdo envolve uma série de processos
bioquimicos no hipocampo e outras estruturas cerebrais que compreendem diversas fases e
gue requerem entre trés e oito horas. Enquanto esses processos ndo estiverem concluidos, as

memorias de longa duracdo sdo labeis. O conjunto desses processos e 0 seu resultado final

denomina-se consolidac&o®?.



A fase de evocacdo corresponde a reincidéncia de um comportamento novo,
confirmando, que houve aquisicdo daquele comportamento. William James, citado por
B 40 G . x L2

romberg (1994)™ postulou “a Unica prova de que esta havendo retencdo de memoria é

quando podemos evoca-la”.

1.4 Membria e Envelhecimento

O envelhecimento normal é tipicamente acompanhado por um espectro de alteracfes
cognitivas, as quais incluem alteracdes na memdria. A dificuldade que os idosos apresentam
com a memoria é frequentemente denominada esquecimento benigno da senescéncia.
Problemas de memdria, no entanto, ndo sdo universais entre 0s idosos, pois alguns individuos
desse grupo apresentam excelente memoria®®.

Prejuizos na fungdo da memoria declarativa relacionados com a idade tém sido
observados em uma variedade de espécies de animais, incluindo os roedores. Os roedores,
como todas as espécies de mamiferos, apresentam sistema neuronal semelhantes o que
possibilita a elaboracdo de inferéncias para os humanos®. Pelo estudo desses animais,
cientistas buscam compreender 0 processo do envelhecimento com maior detalhamento.

Um achado importante € que a perda de neurbnios ndo é a principal alteracdo que
ocorre no encéfalo durante o envelhecimento normal. Estudos em camundongos e ratos tém
demonstrado uma perda de sinapses em vias aferentes do hipocampo, além da ocorréncia de
alteracdes na capacidade dessa via em gerar e manter a potencia¢do de longa duracdo (LTP,
do inglés long-term potentiation), importante mecanismo celular que participa da formacao da

meméria “Y: uma vez induzida, a LTP decai com rapidez anormal.



Em nivel molecular foi verificado que em camundongos velhos uma alteracdo fase
final da LTP, a qual é mediada em parte pela proteina quinase dependente de AMPc. Essa
alteracdo correlaciona-se com a gravidade do prejuizo na memoéria®”.

Em humanos, estudos recentes tém indicado que a importancia dos prejuizos de
aprendizado e memoria deve-se ao fato de que 12% das pessoas com déficts cognitivos
desenvolvem Doenca de Alzheimer®. Devido as conseqiiéncias devastadoras da perda da
memoria, grandes esforcos da comunidade cientifica vém ocorrendo para que se possa
compreender e tentar reverter estes quadros patoldgicos.

Varios estudos apontam para a afirmacdo de que os radicais livres, além de estarem
envolvidos com a patogénese de muitas doencas®?, estdo envolvidos com as doencas e

mudancas associadas & idade *®

, entre elas, o declinio da performance cognitiva, em
particular o declinio do aprendizado e da meméria ©. Neste sentido, os efeitos da morina
sobre o sistema nervoso central sdo praticamente desconhecidos, ndo existindo estudo
relacionado aos seus efeitos em aspectos cognitivos. Assim, a semelhanga entre os sistemas
neuronais de todas as espécies de mamiferos, permite fazer interferéncias sensatas de achados
em espécies menores e extrapolé-los aos humanos ®9, tornando importante a verificacéo dos
efeitos da morina sobre a memaria de reconhecimento e esquiva inibitoria em ratos.

Considerando-se que a importancia de um trabalho desta natureza esta diretamente
relacionada com a possibilidade de analisar seus resultados em funcdo de aspectos relevantes
para a cogni¢do humana, o presente estudo trata da avaliagdo do efeito da morina sobre a
memodria, através da utilizacéo de duas tarefas comportamentais com diferentes caracteristicas
e demandas.

A tarefa de reconhecimento de objetos caracteriza-se por ser uma memodria de

contetdo ndo aversivo, podendo ser facilmente correlacionada com tarefas de memaria de

reconhecimento em humanos, as quais sao amplamente utilizadas em testes cognitivos para a



avaliagdo de sindromes amnésicas' 2. Por sua vez, a tarefa de esquiva inibitdria permite a
avaliacdo de memorias emocionais e € uma tarefa amplamente utilizada em estudos
farmacolégicos de memoéria “® apresentando grande parte de suas principais rotas

bioquimicas, circuitos neurais e processos modulatérios identificados.



2. PROBLEMA E OBJETIVOS

2.1 Problema

O presente estudo teve como problema: Quais os efeitos da administracdo aguda de

morina sobre a memoria de reconhecimento e esquiva em ratos adultos?

2.2 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos da administragéo aguda

de morina sobre a memaria de reconhecimento e esquiva em ratos adultos.

2.3 Objetivos especificos:

Avaliar o efeito da administracdo aguda de diferentes doses de morina (5,0 e

50,0mmol/Kg) 96 horas antes da sessédo de treino da tarefa de reconhecimento do objeto novo

sobre a memdria de reconhecimento.



Avaliar o efeito da administracdo aguda de diferentes doses de morina (5,0 e
50,0mmol/Kg) imediatamente apds a sessdo de treino da tarefa de reconhecimento do objeto

novo sobre a memaria de reconhecimento.

Analisar o desempenho dos animais na tarefa de esquiva inibitoria sob o efeito da
administracdo aguda de diferentes doses de morina 96 horas antes da sessdo de treino da

tarefa.

Analisar o desempenho dos animais na tarefa de esquiva inibitoria sob o efeito da
administracdo aguda de diferentes doses de morina 30 minutos antes da sessdo de treino da

tarefa.

Analisar o desempenho dos animais na tarefa de esquiva inibitoria sob o efeito da

administragdo aguda de morina imediatamente apos a sesséo de treino da tarefa.

Verificar os efeitos das diferentes doses e tempos de aplicagdo da morina sobre a STM
(avaliado, 90 minutos ap6s a sessdo de treino) e LTM (avaliado, 24 horas apds a sessdo de

treino) das tarefas de reconhecimento do objeto novo e esquiva inibitdria.



3. MATERIAL E METODOS

No presente estudo, os procedimentos experimentais foram realizados a partir do
estabelecido para a utilizagdo de animais em experimentos cientificos ¥, estando de acordo
com a literatura especializada “?, com estudos prévios realizados no Laboratdrio de Fisiologia
da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul®**® e com os testes estatisticos

amplamente utilizados para este tipo de protocolo experimental “7.

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos com idade de 3 meses provenientes da
Fundagdo Estadual de Produgdo e Pesquisa em Salde — FEPPS -RS. Os animais foram
mantidos no Laboratério de Fisiologia da PUCRS, sob um ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperatura ambiente de 21° C. Grupos de 4 a 5 ratos foram acondicionados em gaiolas
plexiglas (50x40x15cm) com assoalho recoberto por serragem limpa e seca. Alimento (ragédo
padronizada) e 4gua foram fornecidos ad libitum, de acordo com as orienta¢fes do Manual

para Técnicos de Bioterismo™



3.2 Tratamentos

Os tratamentos farmacologicos e tarefas comportamentais foram integralmente
realizados no Laboratorio de Fisiologia da Faculdade de Biociéncias da PUCRS.

Os animais submetidos as tarefas comportamentais receberam uma (1) injecao
intraperitoneal de solucdo veiculo (compondo o grupo controle) ou morina (compondo 0s
grupos experimentais) em um volume de 2ml/Kg de peso corporal. A injecao foi aplicada 96
horas antes da sessdo de treino e imediatamente apds a sessao de treino da tarefa de
reconhecimento do objeto novo e 96 horas ou 30 minutos antes da sessdo de treino e
imediatamente ap0s a sessdo de treino da tarefa de esquiva inibitoria . Estes tempos foram
determinados com base em literatura especifica a respeito dos efeitos da morina sobre o
sistema nervoso central %

A morina (Sigma) foi dissolvida em solucdo veiculo (15%Tween-20 em solucao
salina) e administrada em duas doses aos animais: 5mmol/Kg e 50mmol/Kg utilizando-se

seringas descartaveis de 1ml (Injex).

3.3 Tarefas Comportamentais

3.3.1 Esquiva Inibitoria

Esta tarefa foi realizada em uma caixa de condicionamento automatizada (Albarsh) de
50x25x25 cm com face frontal de vidro. Na extremidade esquerda da caixa encontra-se uma

plataforma de férmica de 8cm de largura e 25cm de comprimento, situada a 5cm do chéo da



caixa. No restante da caixa 0 assoalho é formado por uma grade de barras de bronze, as quais
apresentam 0,1cm de diametro e encontram-se separadas umas das outras por um espacgo de
1cm. Na sessdo treino os animais foram colocados sobre a plataforma de formica e sua
laténcia para descer, apoiando as quatro patas na grade de bronze, foi registrada. Quando os
animais desceram para a grade de bronze receberam um choque de 0,3 mA durante 2s, sendo
retirados da caixa logo apos.

Nas sessdes de teste (90 minutos pos-treino para a memoria de curto prazo e 24 horas
pos-treino para a memaria de longo prazo apos o treino), os procedimentos foram semelhantes
aqueles da sessdo de treino, exceto pela omissdo dos choques. A diferenca entre a laténcia da
sessdo teste e da sessdo treino foi tomada como medida da memdria. Foi estabelecido um teto
méaximo de laténcia de descida da plataforma correspondente a 180s, de modo que laténcias
superiores a 180s foram computadas como 180s “9). Os testes para avaliacdo de STM e LTM

foram realizados 90 minutos e 24 horas ap0s a sessao de treino, respectivamente.

3.3.2 Reconhecimento do Objeto Novo

No primeiro dia de execugdo da tarefa cada rato foi submetido a uma sessdo de
habituacdo ao pesquisador (handling), durante 1 minuto e meio. No dia seguinte, 0s ratos
foram individualmente habituados, durante 5 minutos, numa caixa de campo aberto (caixa de
madeira medindo 45x40x60cm, com a face frontal de vidro), que continha somente serragem.
No terceiro dia, durante a sessdo de treino, dois objetos idénticos foram colocados no campo
aberto e o animal pode explora-los durante cinco minutos. O tempo gasto pelo animal na

exploracdo de cada objeto foi registrado, utilizando-se 2 crondmetros.



Durante as sessdes de testes de retencdo, uma de memoria de curta duracdo (realizada
90 minutos apos o treino) e outra de memoria de longa duracdo (realizada 24 horas ap6s o
treino), o rato foi colocado novamente na mesma caixa, onde um dos objetos familiares,
utilizados na sessdo de treino, foi substituido por um objeto novo. Na sessao de teste, 0 animal
pode explorar a caixa por cinco minutos.

Um indice de preferéncia, a razéo entre a quantidade de tempo gasto na exploracéo de
qualquer um dos objetos (na sessdo de treino) ou 0 objeto novo (sessdo de teste) sobre o
tempo total gasto explorando ambos 0s objetos, foi utilizado como uma medida de memdria
de reconhecimento. Assim, a proporcao do tempo total que o animal gastou investigando o
objeto novo é o “indice de reconhecimento” expresso pela taxa Tg/(Ta + Tg), onde Ta=tempo

gasto explorando o objeto familiar e Tg=tempo gasto explorando o objeto novo “?.

3.4 Andlise Estatistica

Os diferentes grupos experimentais submetidos as tarefas de reconhecimento do objeto
novo e esquiva inobitdria foram comparados quanto ao seu desempenho na sessao de treino
por meio da anélise de variancia de Kruskal-Wallis “9.

As comparacOes entre as sessOes de treino e teste de um mesmo grupo foram
realizadas utilizando o teste de Wilcoxon .

O tempo total de exploracdo dos objetos na sesséo de treino foi comparado entre 0s
grupos através da andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey,
(42).

guando necessario

Em todas as comparacg6es, p<0,05 foi considerado significativo estatisticamente.



4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da Administracdo Aguda de Morina sobre a Memdria de Reconhecimento

em Ratos Adultos

Para avaliar os efeitos da administracdo aguda de morina sobre a memoria de
reconhecimento, os animais foram submetidos a tarefa de reconhecimento do objeto novo e
receberam morina nas doses de 5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg em dois diferentes tempos: 96

horas antes da sessao de treino e imediatamente apds a sessdo de treino da tarefa.

4.1.1 Efeitos da Administracdo Aguda de Morina 96 horas antes da Sessdo de Treino

da Tarefa de Reconhecimento do Objeto Novo

A andlise de varidncia de Kruskal-Wallis indicou que ndo houve diferenca
significativa entre as sessdes de treino dos animais que receberam solucdo veiculo e as dos
animais que receberam morina nas doses de 5,0mmol/Kg e 50mmol/Kg 96 horas antes da
sessdo de treino da tarefa.

Pelo teste de Wilcoxon foi comparado o indice de reconhecimento da sessdo de treino

com os indices de reconhecimento da sessbes de teste dentro dos grupos, indicando que os



animais que receberam morina, nas doses 5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg, apresentaram um

bloqueio completo de memoria de curta duracdo (90 minutos apds o treino) e longa duracao

(24 horas apds o treino), pois ndo demonstraram preferéncia pelo objeto novo nas sessdes de

teste (fig. 1).
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Figura 1 . Efeito da administracdo aguda de morina 96 horas antes da sesséo de treino sobre a
memoria de reconhecimento. O teste de retencdo de memdria de curta duragcdo (STM) foi realizado 90
minutos apos o treino; o teste de retencdo de meméria de longa duracéo (LTM) foi realizado 24 horas
apos o treino. Os dados estdo expressos através da mediana e intervalos interquartis, n=12-15 animais
por grupo. As diferencas entre as sessfes de treino e teste de cada grupo, foram avaliadas pelo teste de
Wilcoxon, estando indicadas através de: + P< 0,04.

A anélise de variancia de uma via (ANOVA) mostra que o tempo total de exploracéo

dos objetos durante a sessdo de treino na tarefa de reconhecimento do objeto novo foi

diferente estatisticamente entre 0s grupos que receberam solucdo veiculo e 0s grupos que

receberam morina (Tabela 1).




Tabela 1. Tempo total de exploracdo de ambos 0s objetos na sessdo de treino na tarefa de
reconhecimento do objeto novo em ratos que receberam morina nas doses de 5,0mmol/Kg e
50,0mmol/Kg 96 horas antes da sesséo de treino.

Grupo Tempo total de exploracdo de ambos os
objetos durante a sessao de treino (s)*

Salina (n=12) 22,17 £ 5,7+
Morina 5,0mmol/Kg (n=15) 32,62 +13,89
Morina 50,0mmol/Kg (n=15) 34,73+ 10,58

Legenda: * dados expressos como Média + Erro Padrdo. As diferengas no tempo total de exploracéo
de ambos os objetos na sesséo de treino na tarefa de reconhecimento do objeto novo em ratos que
receberam morina, nas doses de 5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg, 96 horas antes da sessdo de treino estdo
indicadas através de + p<0,02

Assim, verificou-se que a administracdo aguda de morina nas doses de 5,0mmol/Kg e
50,0mmol/Kg 96 horas antes da sessao de treino da tarefa de reconhecimento do objeto novo

foi amnésica para a memoria de reconhecimento de curta e de longa duracao.

4.1.2 Efeitos da Administracdo Aguda de Morina Imediatamente apds a Sessdo de

Treino da Tarefa de Reconhecimento do Objeto Novo

A andlise de varidncia de Kruskal-Wallis indicou que ndo houve diferenca
significativa entre as sessdes de treino dos animais que receberam solugdo veiculo e dos
animais que receberam morina nas doses de 5,0mmol/Kg e 50mmol/Kg imediatamente apds
a sesséo de treino da tarefa .

O teste de Wilcoxon comparou o indice de reconhecimento da sessdo de treino e o

indice de reconhecimento da sessdo de teste dentro dos grupos indicando que a morina



administrada na dose de 5mmol/Kg apresentou efeito amnésico na memoria de curta e de
longa duracdo, enquanto que a morina administrada na dose de 50mmol/Kg apresentou efeito

amnésico apenas na memoria de longa duracéo (fig.2).
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Figura 2 . Efeito da administracdo aguda de morina imediatamenta ap0s a sessdo de treino sobre a
memoria de reconhecimento. O teste de retencdo de memdria de curta duragdo (STM) foi realizado 90
minutos ap6s o treino; o teste de retencdo de memoria de longa duracdo (LTM) foi realizado 24 horas
apos o treino. Os dados estdo expressos através da mediana e intervalos interquartis, n=12-15 animais
por grupo. As diferencas entre as sessdes de treino e teste de cada grupo, foram avaliadas pelo teste de
Wilcoxon, estando indicadas através de: + P< 0,04.

A anélise de variancia de uma via (ANOVA) mostro que o tempo total de exploracéo
dos objetos durante a sessdo de treino da tarefa comportamental ndo foi diferente
estatisticamente entre o grupo controle e 0s grupos que receberam morina nas doses de
5,0mmol/kg e 50,0mmol/Kg (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo total de exploragdo de ambos os objetos na sesséo de treino na tarefa

de reconhecimento do objeto novo em ratos adultos que receberam morina nas doses de
5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg imediatamente apds a sessdo de treino.

Grupo Tempo total de exploracdo de ambos os

objetos durante a sessao de treino (s)*
Salina (n=12) 23,90 + 14,17
Morina 5,0mmol/Kg (n=12) 21,59 + 6,20
Morina 50,0mmol/Kg (n=12) 27,25 + 6,84

Legenda: * dados expressos como Média =+ Erro Padréo.



Verificou-se que a administracdo de morina na dose de 5mmol/Kg, imediatamente
apos a sessdo de treino da tarefa de reconhecimento do objeto novo, gerou um efeito amnésico
sobre a memoria de curta e longa duracdo. Entretanto, a administracdo de morina na dose de

50,0mmol/Kg bloqueou apenas a memaria de reconhecimento de longa duragéo.

4.2 Efeitos da Administracdo Aguda de Morina sobre a Memodria de Esquiva

Inibitéria em Ratos Adultos

Para avaliar os efeitos da administracdo aguda de morina sobre a memdria de esquiva
inibitoria, os animais submetidos a tarefa comportamental receberam morina nas doses de
5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg em dois diferentes tempos: 30 minutos antes da sessao de treino
e imediatamente apds a sessdo de treino da tarefa e morina na dose de 50,0mmol/Kg 96 horas

antes da sessdo de treino da tarefa.

4.2.1: Efeitos da Administracdo Aguda de Morina 96 Horas Antes da Sessdo de

Treino da Tarefa de Esquiva Inibitéria

O teste U de Mann-Withney indicou que ndo houve diferenca significativa entre as
sessOes de treino dos animais que receberam solucdo veiculo e dos animais que receberam
morina na dose de 50mmol/Kg 96 horas antes da sesséo de treino da tarefa.

O teste de Wilcoxon comparou as laténcias de descida da plataforma da sessdo de

treino com as laténcias de descida da plataforma das sessdes de teste dentro dos grupos,



indicando que os animais que receberam morina ndo apresentaram qualquer déficit de
memoria de longa duracdo (24 horas apos o treino), pois houve uma diferenca significativa

entre as laténcias de descida da plataforma (p<0,001) como podemos observar na figura 3.
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Figura 3. Efeito da administracdo aguda de morina 96 horas antes da sessdo de treino sobre a
memoria de esquiva inibitdria. O teste de retencdo de memoria de longa duracdo (LTM) foi realizado
24 horas apds o treino. A laténcia é o tempo que o animal levou para descer da plataforma. Os dados
estdo expressos através da mediana e intervalos interquartis, n=13-15 animais por grupo. As diferencas
entre 0s grupos que receberam morina e 0 grupo controle estdo indicadas através de: (+ p<0,001 para o
teste de Wilcoxon) e demonstram que ndo houve déficits de memoria.

Assim, verificou-se que a administracdo aguda de morina na dose de 50,0mmol/Kg 96

horas antes da sessdo de treino da tarefa de esquiva inibitoria ndo foi causou déficts de

memoria de longa duracéo.



4.2.2 Efeitos da Administracdo Aguda de Morina 30 minutos Antes da Sessao de Treino

da Tarefa de Esquiva Inibitoria

O teste U de Mann-Withney indicou que ndo houve diferenca significativa entre as
sessOes de treino dos animais que receberam solucdo veiculo e dos animais que receberam
morina na dose de 50mmol/Kg 30 minutos antes da sesséo de treino da tarefa.

O teste de Wilcoxon comparou as laténcias de descida da plataforma da sessdo de
treino com as laténcias de descida da plataforma das sessdes de teste dentro dos grupos,
indicando que os animais que receberam morina em ambas as doses ndo apresentaram
qualquer deficit de memdria de longa duracao (24 horas ap0s o treino), visto que, houve uma

diferenca significativa entre as laténcias de descida da plataforma como podemos observar na

figura 4.
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Figura 4. Efeito da administracdo aguda de morina 30 minutos antes da sessdo de treino sobre a
memoria de esquiva inibitdria. O teste de reten¢do de memdria de longa duracdo (LTM) foi realizado
24 horas apds o treino. A laténcia é o tempo que o animal levou para descer da plataforma. Os dados
estdo expressos através da mediana e intervalos interquartis, n=08-10 animais por grupo. As diferencas
entre 0s grupos que receberam morina e o grupo controle estdo indicadas através de: (+ p<0,04 para o
teste de Wilcoxon) e demonstram que nao houve déficits de memoria.



Assim, verificou-se que a administragdo aguda de morina nas doses de 5,0mmol/Kg e
50,0mmol/Kg 30 minutos antes da sessdo de treino da tarefa de esquiva inibitoria ndo causou

déficts de memodria de longa duracéo.

4.2.3 Efeitos da Administracdo Aguda de Morina Imediatamente apos a Sessdo de

Treino da Tarefa de Esquiva Inibitéria

A analise de variancia de Kruskal-Wallis indicou que ndo houve diferenca
significativa entre as sessdes de treino dos animais que receberam solugdo veiculo e dos
animais que receberam morina nas doses de 5,0mmol/Kg e 50mmol/Kg imediatamenta apds
a sessdo de treino da tarefa.

O teste de Wilcoxon comparou as laténcias de descida da plataforma da sessdo de
treino com as laténcias de descida da plataforma das sessdes de teste dentro dos grupos,
indicando que os animais que receberam morina em ambas as doses ndo apresentaram
qualquer déficit de memoria de curta duracdo ou longa duracdo, tendo se verificado que houve
uma diferenca significativa entre as laténcias de descida da plataforma como podemos

observar na figura 5.
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Figura 5. Efeito da administracdo aguda de morina imediatamente apds a sessdo de treino sobre a
memoria de esquiva inibitoria. O teste de retencdo de memoria de curta duracdo (STM) foi realizado
90 minutos apos o treino e o de longa duracdo (LTM) foi realizado 24 horas ap6s o treino. A laténcia é
0 tempo que o animal levou para descer da plataforma. Os dados estdo expressos atraves da mediana e
intervalos interquartis, n=08-10 animais por grupo. As diferengas entre 0s grupos que receberam
morina e 0 grupo controle estdo indicadas através de: (+ p<0,05 para o teste de Wilcoxon) e
demonstram que ndo houve déficits de memoria.

Assim, verificou-se que a administracdo aguda de morina em ambas as doses
(5,0mmol/Kg e 50,0mmol/Kg) imediatamente ap6s a sessdo de treino da tarefa de esquiva

inibitéria ndo causou déficts de memoria curta duracéo ou longa duragéo.



5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Ao realizar a andlise dos resultados obtidos no presente estudo ficou evidente o efeito
diferenciado que a morina apresentou sobre o desempenho dos animais nas tarefas de
memoria de reconhecimento do objeto novo e esquiva inibitoria: este flavonoide promoveu
um blogqueio completo da STM e LTM da memdria de reconhecimento, em praticamente
todos os tempos e as doses de administracdo (a unica excecdo foi a dose de 50mmol/Kg
injetada imediatamente pds-treino, que ndo causou prejuizo a STM), ndo promovendo
alteracdes significativas em nenhuma dose e tempo de aplicacdo sobre a memoria da tarefa de
esquiva inibitoria.

Considerando-se os efeitos da morina verificados, as diferengas observadas nos
resultados das duas tarefas comportamentais poderiam ser explicadas através das diferentes
demandas destes testes de memoria.

A tarefa de esquiva inibitéria apresenta carater aversivo e envolve aprendizado
associativo, uma vez que o animal deve evitar o choque nas patas. Por outro lado, a tarefa de
reconhecimento do objeto novo é uma tarefa de carater ndo aversivo que envolve aprendizado
ndo associativo®®*?. Portanto, é provavel que os mecanismos subjacentes ao estabelecimento
destes dois tipos de memdria sejam distintos, resultando numa “vulnerabilidade” diferenciada

frente aos efeitos da morina.



Embora ja exista uma boa compreensdo das rotas bioquimicas, circuitos neurais e
processos modulatérios envolvidos no estabelecimento da memoria da esquiva inibitoria
(3943 " 0s conhecimentos relativos as bases moleculares e estruturas nervosas subjacentes a
meméria de reconhecimento do objeto sdo pouco conhecidas®®. Entretanto, sabe-se que uma
estrutura comum a estes dois tipos de memédria é o hipocampo®**?. Assim, se considerarmos
que a modulacdo da aquisicdo e das fases iniciais da consolidacdo de memorias processadas
no hipocampo, em tarefas aversivas, € responsavel por distinguir as memaorias com maior
carga emocional das demais e fazer com que as primeiras sejam melhor gravadas®®, pode-se
levantar a hipOtese de que os possiveis efeitos da morina sobre esta estrutura sejam
minimizados ou neutralizados pelo efeito facilitador que a amigdala promove na mesma.
Como o reconhecimento do objeto novo é uma tarefa ndo aversiva, esta facilitacdo
hipocampal pela amigdala estaria ausente.

Uma vez que foram observadas diferencas significativas no tempo total de exploracéo
dos objetos dos animais que receberam as injecGes de morina pré-treino, torna-se necessario
considerar que esta substancia poderia estar atuando sobre outros aspectos funcionais do
Sistema Nervoso Central, como na atividade locomotora e exploratoria, motivacao, ansiedade
0u aspectos sensoriais.

Neste contexto, é importante ressaltar que as duas tarefas comportamentais
provavelmente apresentem sensibilidades diferenciadas a interferéncia destes aspectos
neurocomportamentais*?, sendo este um dos fatores que poderia contribuir para os resultados
diferenciados do desempenho dos animais nas duas tarefas realizadas. Entretanto, mesmo que
a morina apresente efeitos sobre estes outros aspectos comportamentais, é provavel que ela
atue sobre mecanismos diretamente envolvidos na memoria, uma vez que a morina injetada
pos-treino ndo provocou alteragdes no tempo total de exploracdo dos objetos, mas prejudicou

0 desempenho dos animais nas sessdes de teste.



Adicionalmente, a administracdo de morina na dose de 50mmol/Kg pos-treino foi
amnésica somente na LTM, ou seja, a aquisicdo e 0s mecanismos da STM foram
integralmente preservados, indicando que o prejuizo da LTM estaria relacionado a
mecanismos envolvidos especificamente na consolidacdo da memdria de longa duracéo.

De acordo com 0 exposto até 0 momento, percebe-se a necessidade de estudos
adicionais utilizando tarefas comportamentais especificas para avaliacdo dos efeitos da
morina sobre aspectos motores, sensoriais e exploratorios dos animais, até porque a literatura
evidencia uma ampla gama de acdes farmacologicas dos flavonoides, entre as quais efeitos
sobre atividade locomotora ©?.

Embora os resultados obtidos até o momento indiqguem que a morina pode interagir
com os mecanismos envolvidos no estabelecimento da memdria de reconhecimento, somente
com a realizacdo destes estudos adicionais sera possivel definir o grau de impacto da morina
sobre este tipo de memoéria. E importante salientar que a maior parte dos estudos relacionados
aos efeitos dos flavonoides sobre aspectos cognitivos mostra efeitos benéficos dos mesmos
(2223.21) o5 quais tem sido relacionados principalmente com o potencial antioxidante e possivel
papel neuroprotetor destes compostos. Trabalhos evidenciando prejuizo de aspectos
cognitivos ocasionados por flavondides sdo muito mais raros, principalmente no que diz
respeito especificamente & memoria. Neste contexto, Salgueiro et al demosntraram que a
guercitina promove amnésia anterograda na tarefa da esquiva inibitéria, ndo apresentando
efeitos sobre a tarefa de habituagao ©%.

Como existem indicios dos efeitos da morina sobre a memoria de reconhecimento,
torna-se relevante estabelecer relagdes entre os efeitos conhecidos da morina em eventos
bioquimicos e fisiologicos do organismo e aqueles envolvidos na memoria. Desta forma,
torna-se possivel vislumbrar aspectos a serem abordados futuramente com o objetivo de

elucidar os mecanismos pelos quais a morina poderia estar prejudicando a memoria de



reconhecimento do objeto novo. O estabelecimento destas relacbes torna-se ainda mais
importante se considerarmos que a tarefa de reconhecimento do objeto novo pode ser
facilmente correlacionada com tarefas de memaria de reconhecimento em humanos, que sdo
amplamente utilizadas em testes cognitivos para a avaliacdo de sindromes amnésicas®**?.

Como anteriormente citado na revisdo da literatura, os efeitos dos flavonoides sobre
diversos aspectos fisiologicos e bioquimicos do organismo dependem do tipo de substancia,
da concentracdo usada e de sua via de aplicaggo®?129%03L32) Eqta observacdo aplica-se
também ao caso especifico da morina que, a exemplo de varios outros compostos de sua
classe, pode apresentar tanto efeitos anti como pré-oxidantes, dependendo da dose a que 0
tecido é submetido®?. Por um lado, a capacidade de protecdo da morina contra a acéo de
radicais livres em varios tipos de celulas esta amplamente documentado. Por outro lado, seus
efeitos pro-oxidantes ja foram demonstrados em experimentos in vitro utilizando cultura de
linfécitos®?,

Yen GC et al®, sugerem que a morina induz a producéo de superéxido (O%) e
peréxido de hidrogénio (H,O,) e esta relacionada a menor viabilidade de linfocitos em
cultura, induz danos ao DNA e peroxidacdo lipidica nos mesmos e € capaz de inibir a
glutationa redutase.

Em relagcdo ao efeito de substdncias pro e antioxidantes no sistema nervoso, é
importante ressaltar que o estresse oxidativo é considerado um fator de risco na incidéncia de
declinios cognitivos, que ocorrem durante o envelhecimento normal além de estar envolvido

em Varios processos neurodegenerativos como a Doenca de Alzheimer®?"

. Fatores pro-
oxidantes poderiam interferir em diversos aspectos da funcdo neuronal, prejudicando os
mecanismos envolvidos no estabelecimento da memoria. Estudos  sugerem que 0s
flavondides possuem importante papel na prevencdo da neurodegeneracao, especialmente nos

declinios cognitivos relacionados com a idade®2%%,



O tratamento cronico ou subcronico com uma variedade de antioxidantes, entre os
quais os flavonoides, protege contra o estresse oxidativo e o declinio do aprendizado e da
meméria em ratos®. Da mesma forma, investigacdes realizadas em humanos demonstraram
efeitos positivos destas substancias na funcdo cognitiva e memoria de idosos saudaveis bem
como em pacientes com Doenca de Alzheimer associada a deméncia®-°*%%.

Se, a partir do exposto acima, interpretar-se os resultados do presente trabalho
procurando relaciona-los com os efeitos conhecidos da morina no estresse oxidativo e a
relacdo deste com aspectos cognitivos, poderia ser levado a considerar a possibilidade de que
as alteracfes no desempenho da tarefa de reconhecimento do objeto seriam resultantes de um
efeito pro-oxidante da morina sobre o sistema nervoso. Entretanto, € pouco provavel que esta
seja a explicagdo (ou a unica explicacdo) dos prejuizos de memdria observados, uma vez que
os danos ocasionados pelos radicais livres promovem alteracdes muito mais abrangentes“>®
nas células do que a interagdo com mecanismos especificamente envolvidos na memoria.
Portanto, se as concentragdes de morina utilizadas estivessem gerando dano oxidativo
esperar-se-ia que 0S animais apresentassem prejuizo da memoria nas duas tarefas
comportamentais, pois altos niveis de ROS geram efeitos toxicos na transmissao sinaptica,
além de inibirem a LTP no hipocampo®?.

Um outro tipo de abordagem que leva a relacionar efeitos conhecidos da morina com
mecanismos envolvidos no estabelecimento da memoria, diz respeito a interferéncia deste
flavondide no metabolismo de fosfoinositideos, lipideos fisiologicamente importantes na
regulacdo de processos celulares™®, e o papel destes na meméria. Estudos sugerem que 0s
efeitos antitumorais da morina seriam resultantes da inibicdo da PIPK
(fosfatidilinositolfosfato quinase), uma enzima envolvida na transdugdo de sinais
intracelulares™. Entretanto, este efeito inibitério sobre a PIPK é observado também em

células sadias do sistema nervoso central, onde poderia vir a promover prejuizos sobre a



memoria, uma vez que a PIPK esta envolvida na fosforilacdo sequiencial de Pl em PIP e PIP2,
respectivamente 9.

A PIP2 (fosfatidilinositol-4-5-bifosfato) esta envolvida nos mecanismos relacionados
ao estabelecimento de vérios tipos de meméria %, pois provavelmente participa da
transducéo de sinal em varios niveis. Primeiramente, a PIP2 gera dois segundos mensageiros,
o IP3 (inositol-1,4,5-trifosfato), um mobilizador de Ca++, e 0 DG (diaglicerol) que, por sua

vez, é o responsavel pela ativacdo da PKC®?

. Uma queda gradual e continua da PIPK,
geraria, conseqlentemente, queda de PIP2 e atividade PKC, enzima necessaria na ativacéo do
processo de formacdo da memoria de curta duracdo (STM) e na memoria de longa duracao
(LTM).(19’39’43)

Estudos mostram que a PKC ¢ essencial para a aquisi¢cdo de memoria de curta e longa
duracdo em tarefas aversivas de aprendizado associativo, como a tarefa de esquiva inibitdria,
em diversas tarefas que envolvem medo condicionado, em que 0s animais sdo treinados pela
exposicao reiterada e prolongada a um estimulo condicionado determinado (som, luz) ou

(55,56)

indeterminado (ambiente) , e em tarefas de aprendizagem espacial, como o labirinto

aquatico de Morris ©.

Cheng, ¥ demonstrou que a morina administrada intraperitonealmente foi capaz de
diminuir o nivel da atividade da PIPK em extratos de cérebros de ratos. O decréscimo da
atividade parece ser dependente da dose administrada. A uma concentracdo de 10mmol/Kg
ndo foram observadas mudancas na atividade da PIPK; a uma concentracdo de 30mmol/KG,
foi observado 40% de decréscimo na atividade desta enzima; a uma concentragdo de
90mmol/Kg ocorreu uma queda ainda maior na atividade enzimatica. Neste estudo a queda da

atividade da PIPK mostrou-se tempo-dependente, pois é observada uma queda gradual e

continua da atividade enzimatica ao longo de 4 dias. Portanto, considerando-se estas



informacdes, poderiamos supor que o efeito amnésico da morina poderia estar relacionado,
pelo menos em parte, a depresséo na atividade da PIPK e, consequentemente, da PKC.

Entretanto, como anteriormente mencionado, 0s mecanismos bioquimicos subjacentes
ao estabelecimento deste tipo de memoria, inclusive no que diz respeito a necessidade da
participacdo da PKC, ainda ndo foram devidamente elucidados. Adicionalmente, seria de se
esperar que uma queda importante na atividade da PKC, resultante da aplicacdo de morina,
promovesse amnésia também na esquiva inibitdria, j& que estudos utilizando inibidires da
PKC, infundidos no hipocampo 30 minutos apds o treino, demonstram efeitos amnésicos
irreversiveis nesta tarefa.

Portanto, torna-se relevante a realizagcdo de trabalhos futuros que procurem elucidar
estes aspectos. Mas, mesmo que a morina estivesse agindo pela via da PKC para produzir os
prejuizos de memdria observados, € preciso considerar que os flavondides sdo substancias que
apresentam efeitos sobre outras cascatas bioquimicas que também sdo importantes para o
estabelecimento da memoria.

Estudos sugerem que a capacidade dos flavondides em prevenir desordens
neuroldgicas talvez esteja relacionada com a sua capacidade de facilitar a modulacdo
intracelular da cascata bioquimica da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) que,
além de estar envolvida no processo de formacdo da memoria, é responsavel pela
sobrevivéncia e morte neuronal durante o desenvolvimento e envelhecimento do sistema
nervoso central, bem como por doencas neurodegenerativas®?.

Além disso, o fato de que a PKC e a MAPK ndo estimulam vias de sinalizacéo
completamente independentes uma da outra, mas funcionam como uma “rede” na qual as
rotas bioquimicas, estimuladas por estas duas enzimas, apresentam pontos de interacdo em

diferentes momentos do processamento da memoria, deixando claro que a interferéncia na



atividade de uma destas enzimas pode promover alteracdes bastante profundas em diferentes
aspectos relacionados aos mecanismos subjacentes & memoria®”.

Portanto, as rotas bioguimicas, nas quais a PKC e a MAPK estdo envolvidas, podem
ser encaradas como um alvo bastante efetivo para o efeito de diversas substancias exogenas,
entre as quais encontram-se os flavonoides. Neste contexto sugerimos que a interacdo entre a
morina, PKC, MAPK e memoria é um aspecto relevante a ser analisado futuramente.

Em resumo, o presente trabalho demonstrou que a morina é capaz de alterar o
desempenho dos animais na tarefa de memoria de reconhecimento do objeto novo, ao
contrario do que foi observado na tarefa de esquiva inibitdria, onde o flavondide sob
investigacdo ndo promoveu alteracdes nas sessdes de teste. Conclui-se, portanto, que a morina
é capaz de produzir amnésia nas doses de 5 e 50mmol/Kg quando injetada 96 horas antes ou
imediatamente apds o treino da tarefa de memdria de reconhecimento do objeto novo.

Adicionalmente, este composto mostrou-se capaz de interferir em mecanismos envolvidos no

estabelecimento da memdria de curto e longo prazo desta tarefa comportamental.
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