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RESUMO

A Homocistinuria classica ¢ uma doenga genética causada pela deficiéncia parcial ou
total da atividade da enzima cistationina- sintase (CPBS). Bioquimicamente, ela ¢
caracterizada por distiirbios no metabolismo dos aminoacidos sulfurados, com elevagao
plasmatica de homocisteina e metionina e redu¢do de cistationina e cisteina. Esse
distarbio metabdlico afeta principalmente os sistemas cardiovascular, muscular e
nervoso central. Retardo mental, deficiéncia cognitiva, prejuizos na memoria, crises
convulsivas, atrofia cerebral e doenga aterosclerdtica precoce sdo as manifestacoes
clinicas mais comuns em pacientes homocistinuricos. A prevaléncia da homocistinuria ¢
de cerca de 1/300.000 nascimentos em todo o mundo. Atualmente o tratamento consiste
na redug¢dao dos niveis de homocisteina através de dietas pobres em metionina e
suplementagdo com piridoxina (cofator da CBS), betaina, acido félico e vitamina B12,
mas nem todos os pacientes respondem ao tratamento. Diversos estudos tém sugerido o
enriquecimento ambiental como alternativa ndo farmacoldgica a terapéutica dos
prejuizos cognitivos e neuromotores causados pelos processos neurodegenerativos.
Desta forma, o objetivo principal desse trabalho foi investigar os possiveis efeitos
benéficos causados pela exposicdo ao ambiente enriquecido sobre as alteragdes do
comportamento e da motricidade (spatial memory) causados pela hiper-
homocisteinemia induzida quimicamente em roedores. Utilizamos um modelo
experimental de hiper-homocisteinemia severa cronica em ratos Wistar desenvolvido
em nosso laboratorio. Nesse modelo, os animais foram submetidos ao tratamento com
homocisteina administrada por via subcutdnea com intervalos de 12 horas entre cada
administracao, do 6° ao 28° dia de vida, apoOs esse periodo, os animais foram expostos
ao ambiente enriquecido por 30 dias, posteriormente foi avaliado a performance dos
animais em testes de comportamento. Os animais do grupo hiper-homocisteinemia
apresentaram prejuizo no aprendizado na tarefa do labirinto aquatico de Morris. A
hiper-homocisteinemia nao alterou a locomog¢dao no campo aberto nem na tarefa da
escada horizontal e a tarefa de reconhecimento de novo objeto. O enriquecimento
ambiental foi capaz de reverter os danos observados na memoria espacial, avaliada pelo
labirinto aquatico de Morris, e de melhorar o desempenho dos animais no teste da
caminhada sobre a escada horizontal, melhorando qualidade de passo e reduzindo os
erros de travessia ¢ melhorando a memoria de reconhecimento. Considerando que o
enriquecimento ambiental ¢ um tratamento nao invasivo, nossos achados sugerem que o
enriquecimento ambiental possa ser utilizado como uma terapia alternativa para tratar os
prejuizos de memoria e motricidade encontrados em pacientes homocistinuricos.

Palavras-chaves: Homocistinaria; hiper-homocisteinemia; enriquecimento ambiental;
memoria.



ABSTRACT

Classical homocystinuria is a genetic disease caused by partial or total deficiency of
cystathionine-f synthase (CBS) enzyme activity. Biochemically, it is characterized by
disturbances in the metabolism of sulfur amino acids, with plasma elevation of
homocysteine and methionine and reduction of cystathionine and cysteine. This
metabolic disorder primarily affects the cardiovascular, muscular, and central nervous
systems. Mental retardation, cognitive impairment, memory impairment, seizures, brain
atrophy and early atherosclerotic disease are the most common clinical manifestations
in homocystinuric patients. The prevalence of homocystinuria is about 1/300,000 births
worldwide. Currently, treatment consists of reducing homocysteine levels through diets
low in methionine and supplementation with pyridoxine (CBS cofactor), betaine, folic
acid and vitamin B12, but not all patients respond to treatment. Several studies have
suggested environmental enrichment as a non-pharmacological alternative to the
treatment of cognitive and neuromotor impairments caused by neurodegenerative
processes. Thus, the main objective of this work was to investigate the possible
beneficial effects caused by exposure to the enriched environment on behavioral and
motor changes (spatial memory) caused by chemically induced hyperhomocysteinemia
in rodents. We used an experimental model of chronic severe hyperhomocysteinemia in
Wistar rats developed in our laboratory. In this model, the animals were subjected to
treatment with homocysteine administered subcutaneously with intervals of 12 hours
between each administration, from the 6th to the 28th day of life, after this period, the
animals were exposed to the enriched environment for 30 days, later it was evaluated
the performance of animals in behavior tests. The animals in the hyperhomocysteinemia
group showed impaired learning in the Morris water maze task. Hyperhomocysteinemia
did not change locomotion in the open field or the horizontal ladder task and the new
object recognition task. Environmental enrichment was able to reverse the damage in
spatial memory, evaluated by the Morris water maze, and to improve the performance
of animals in the horizontal ladder walking tes, improving step quality and reducing
crossing errors and improving memory of recognition. Considering that environmental
enrichment is a non-invasive treatment, our findings suggest that environmental
enrichment may be used as an alternative therapy to improve memory and motricity
impairments found in homocystinuric patients.

Keywords: Homocystinuria; hyperhomocysteinemia; environmental enrichment;
memory.
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1. INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdao doencas raras caracterizadas por
distarbios genéticos de heranga autossdmica recessiva que em sua grande maioria, tem
como causa uma deficiéncia grave em determinada via metabolica, resultando na
capacidade reduzida de sintese ou degradagdo de um composto essencial e
consequentemente um acumulo de substratos ou intermediarios metabolicos
potencialmente citotoxico (FERREIRA; VAN KARNEBEEK, 2019). De acordo com a
classificagdo proposta por Saudubray e Garcia-Cazorla (2018), os EIMs podem ser
divididos em duas categorias: a primeira categoria abrange uma série de distirbios que
comprometem a fun¢do de um determinado 6rgdo (como o intestino, tubulos renais,
eritrocitos ou tecido conjuntivo) ou sistema (como o sistema enddcrino, sistema
imunoldgico ou fatores de coagulagdo). A segunda categoria envolve doengas, cuja
alteracdo bioquimica afeta uma determinada via metabdlica comprometendo a funcao de
diversas células ou 6rgaos, podendo também estar restrito a um tnico 6rgao, porém com
consequéncias sistémicas ou humorais. As doencas relacionadas nesta categoria podem
ser divididas em 3 grupos: O grupo 1 compreende os disturbios do metabolismo
intermediario que afetam as reagdes bioquimicas de degradagao, sintese e reciclagem de
carboidratos, lipideos e proteinas nos distirbios de intoxicagdo como acidemias
organicas, disturbios do ciclo da uréia, defeitos no metabolismo de galactose e frutose e
porfirias; o grupo 2 inclui distarbios envolvendo principalmente deficiéncia do
metabolismo energético no figado, miocardio, musculo, cérebro e outros tecidos € o
grupo 3 inclui distirbios que envolvem a sintese, processamento, controle e catabolismo
de moléculas de processos complexos das mitocondrias, lisossomos, peroxissomos,
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, como ocorrem nas doengas de depdsito
lisossomal, disturbios peroxissomais, erros inatos da purina e pirimidina, sintese do
colesterol, disturbios dos triglicerideos, glicoesfingolipideos e fosfolipideos, entre
outros (SAUDUBRAY; GARCIA-CAZORLA, 2018).

As aminoacidopatias fazem parte do grupo I dos erros inatos do metabolismo
intermediario que culminam no acumulo de metabolitos toxicos gerando intoxicagao

cronica.
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1.2 METABOLISMO DA HOMOCISTEINA

A Homocisteina (HCY) ¢ um aminoacido sulfurado ndo proteico sintetizado a
partir de reagdes de transmetilacio do aminoacido essencial metionina (Met)
(BONETTI; BROMBO; ZULIANI, 2016). A Met provinda da dieta ou da degradagao
de proteinas enddgenas ¢ condensada a um grupo adenosil do trifosfato de adenosina
(ATP) e ¢ convertida em S-adenosilmetionina (AdoMet ou SAM) através de uma reagao
catalisada pela enzima metionina adenosiltransferase (MAT), doando o seu grupo metila
a outros compostos para formar S-adenosilhomocisteina (AdoHcy ou SAH) que
posteriormente ¢ hidrolisada para formar HCY e adenosina (Ado), através da enzima
adenosil homocisteina hidrolase (SAHH). A HCY formada pode ser metabolizada pela
via da remetilagcdo dependente do ciclo dos folatos, onde o acido folico ¢ reduzido a
diidrofolato (DHF) pela enzima diidrofolato-redutase. (DHFR) e em seguida a
tetrahidrofolato (THF). O THF sob a acdo da serina hidroximetiltrasferase forma o N°,
N'%metilenotetrahidrofolato  (5,10-MTHF), que logo ¢é reduzido a N°-
metilenotetrahidrofolato (5-MTHF) através da enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), principal forma encontrada no sangue. O N°-metil-TFH doa um grupo metil
para a HCY através de uma reagdo catalisada pela enzima metionina sintase (MS), para
formar Met novamente. A HCY também pode ser remetilada pela transferéncia de um
grupo metil da betaina, por meio da desmetilagdo da betaina em dimetilglicina (DMG),
cuja reacdo ¢ catalisada pela betaina homocisteina metiltransferase (BHMT), ambas
reacdes utilizam cobalamina (B12) como cofator. Alternativamente a HCY pode ser
metabolizada através da via de transulfuracdo, onde ocorre uma reagao irreversivel da
HCY com a serina, cuja reacao ¢ catalisada pela enzima cistationina (-sintase (CBS)
utilizando como cofator o fosfato piridoxal (Be), dando origem a cistationina, a qual ¢
clivada pela enzima cistationina Y'-liase, formando cisteina e o -cetobutirato. Quando
ocorre uma sobrecarga de Met e consequentemente aumento dos niveis de AdoMet, a
CBS ¢ ativada inibindo alostericamente as enzimas MTHFR ¢ BHMT, resultando na
reducdo da sintese de N°-metil-TFH e reducdo da atividade da MAT e indiretamente a
inibicao da sintese de Met a partir de HCY (MARTiNEZ et al., 2017, MUDD, 2011;
SKOVIEROVA et al., 2016; ZHANG; ZHENG, 2016).
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Figura 1. Rotas do Metabolismo da Homocisteina

MAT: metionina adenosiltransferase; AdoMet: S-adenosilmetionina; AdoHcy: S-
adenosilhomocisteina; THF: tetrahidrofolato; Ser: serina; Gli: glicina; MTHFR: 5,10
metilenotetrahidrofolato redutase; SHMT: serina hidroximetiltransferase; MS:
metionina sintase; BHMT: betaina:homocisteina metiltransferase; CpS: cistationina -
sintase. CGL: cistationina gama-liase. Fonte: (WYSE et al., 2021).

A hiper-homocisteinemia (HHCY) ¢ caracterizada pelo aumento das
concentragdes plasmatica de HCY. As principais causas da HHCY podem ser de
etiologia genética por mutagdes dos genes que codificam as enzimas das vias de
transulfuragdo e remetilacdo (CBS, MTHFR e MS); ambiental (exposi¢do a
determinados agentes toxicos ou drogas); metabolicas com base em fatores nutricionais
(deficiéncia de folato, vitaminas B12, B2 e B6). Podendo também ser estar associada a
diversas doencgas (KIM et al., 2018; VEYRAT-DUREBEX et al., 2013). O aumento da
concentragdo plasmatica de HCY acima dos niveis observados em individuos saudaveis
(5 e 15 umol/L), podendo sofrer pequenas variacdes de acordo com idade e sexo, ¢é
definido como HHCY, que pode ser classificada como, leve (niveis de HCY entre 16 e

30 umol/L), moderada (niveis de HCY entre 31 e 100 umol/L) e severa (niveis de HCY
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acima de 100 pmol/L) (WYSE et al., 2019). Neste trabalho abordamos especificamente
a HHCY severa, que caracteriza o erro inato do metabolismo denominada

homocistinaria classica (HCU) (KIM et al., 2018).
1.3 HOMOCISTINURIA

A Homocistintria ¢ uma doenga rara de natureza genética e de hereditariedade
autossOmica recessiva, classificada como um erro inato do metabolismo. Embora seja
considerada uma doenga rara, estima-se que sua prevaléncia no mundo seja de 1 /
300.000 nascimentos (GUS et al., 2018). A HCU ocorre devido a alteragdes funcionais
e/ou estruturais da enzima cistationina B-sintase (CBS), resultando na deficiéncia da
atividade desta enzima, o que implica no acumulo de Met e HCY e redugdo da
cistationina. A CBS ¢ responsavel pela catalise da conversao da HCY em cistationina
pela via da transulfuragao.

Na HCU os niveis plasméaticos de HCY podem atingir uma concentragao de 500
umol/L. Essa patologia ¢ caracterizada por manifestacdes clinicas como deficiéncia
cognitiva, déficit de memoria, atrofia cerebral, crises convulsivas e doenga
aterosclerotica precoce; como consequéncia a essa alteragdo enzimatica ocorre a
elevagdo plasmatica de HCY e Met e reducdo de cistationina e cisteina (DIAZ-
ARRASTIA, 2000). O curso dessa doengca ¢ marcado por degeneracdo celular e
alteragcdes vasculares cardiaca e cerebral morte, sendo que as criancas afetadas pela
doenca e nao tratadas precocemente com dieta restrita em aminoacidos e/ou com
cofatores morrem precocemente de isquemia cerebral e cardiaca (WYSE et al., 2021).

Quanto as demais HHCYs, leves e moderadas, elas estdo associadas ao
desenvolvimento de diversas doencas neurodegenerativas, tais como doengas de
Parkinson, Alzheimer, Huntington, esclerose amiotrofica lateral e isquemia cerebral
(MCCULLY, 2016; MUDD, 2011).

Neste projeto, utilizaremos um modelo experimental de HHCY severa cronica
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, a fim de induzir quimicamente os niveis
plasmaticos de HCY semelhante a concentragdes encontradas em pacientes
homocistintricos. Nesse modelo, os animais sdo submetidos ao tratamento com HCY,
administrada por via subcutanea com intervalos de 12 horas entre cada administracao,
do 6° ao 28° dia de vida (STRECK et al., 2003). Essa fase de vida pds-natal compreende

um periodo de rapido desenvolvimento cerebral nos ratos, que em humanos corresponde
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a, aproximadamente, do nascimento aos 8 anos de idade (GHASEMI, A., 2021; PICUT
et al,, 2015; SENGUPTA, 2013). Usando este modelo experimental nosso grupo
mostrou que a HHCY severa cronica diminui o metabolismo energético (produgao de
CO2 e absor¢ao de glicose), as atividades das enzimas da cadeia respiratdria [succinato
desidrogenase (SDH) e citocromo c oxidase] (STRECK et al., 2003), a atividade da Na+
K+-ATPase (Wyse et al., 2000) e a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) em hipocampo de ratos
(MACHADO et al., 2011). Também observamos alteragdes dos parametros
inflamatorios (CUNHA, 2010). Ainda, os animais submetidos ao modelo de HHCY
severa apresentaram comprometimento das memorias de curta e longa duragdo além da
diminui¢do do nivel de fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo

(MATTE et al., 2009).
1.4 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

O psicdlogo canadense Donald O. Hebb, em 1947, foi o primeiro pesquisador a
propor o enriquecimento ambiental (EA) experimentalmente. Apds observar roedores
expostos ao EA, o pesquisador concluiu que a estimulacdo era capaz de melhorar o
desempenho de ratos adultos em tarefas cognitivas quando comparados a animais que
ndo haviam sido estimulados (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). Bennet ¢
Rosenzweig descreveram o EA como uma ferramenta cientifica para estudo do
desenvolvimento cerebral (ROSENZWEIG et al., 1962). Estudos sugerem que a
exposicdo continuada a estas possibilidades de aprendizagem e exercicio fisico,
juntamente com a interacdo social com outros animais pode alterar a estrutura e fungao
do encéfalo de roedores (BEN-SADOUN et al., 2015).

O EA tem sido amplamente utilizado em modelos animais para tratar e prevenir
o desenvolvimento de diversas doengas. O EA propde um ambiente interativo, capaz de
promover novos desafios, ofertando a oportunidade de escolha ao animal a entornos
complexos capazes de produzir alteragdes funcionais e estruturais no sistema nervoso
central, por meio de estimulos sensorio-motores, sensoriais, sociais € cognitivos
(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006). O enriquecimento ambiental e a pratica
de exercicios fisicos podem ser capazes de desencadear uma série de beneficios para a
saude, melhorando as complicac¢des causadas por processos neurodegenerativos (BEN-

SADOUN et al., 2015; NILSSON; PEKNY, 2007).
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Em estudos com animais submetidos a dano encefélico, a exposicdo ao EA
desempenhou um importante papel na plasticidade neuronal hipocampal, bem como,
melhorou o processo de aprendizado (AHMADALIPOUR et al., 2015; RAHMEIER et
al., 2016). Outros autores demonstraram uma diminui¢ao da perda celular encefalica e
maior tempo para inicio dos sintomas motores em modelos experimentais para estudo
de doengas neurodegenerativas como esclerose lateral amiotrofica (STAM et al., 2008),
doenca de Parkinson (JADAVII; KOLB; METZ, 2006) e doenga de Alzheimer
(BONETTI; BROMBO; ZULIANI, 2016; JANKOWSKY et al., 2005), além de
modelos de ratos transgénicos para doenca de Huntington (VAN DELLEN et al., 2000)
quando os animais foram expostos ao ambiente enriquecido.

Diversos estudos envolvendo roedores normais submetidos ao EA tém
evidenciado alteracdo em varios parametros de plasticidade como, aumento da
neurogénese (DUFFY; RIMMER; CZEISLER, 2001), da gliogénese (NAKAMURA et
al., 1999), da plasticidade neuronal hipocampal, da ativagdo do crescimento dendritico e
arborizagdo dendritica hipocampal (BIERNASKIE; CORBETT, 2001), aumento de
peso do encéfalo (ISO; SIMODA; MATSUYAMA, 2007). Além de alteragdo nos niveis
dos fatores neurotroficos como, fator neurotrofico derivado da glia (GDNF),
neurotrofina 3 (NT-3), fator de crescimento neuronal (NGF) (YOUNG et al., 1999),
fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF) e da expressdo génica (DUFFAU,
2008). Evidenciou-se também que o EA melhorou o desempenho dos animais nas
tarefas de aprendizado e memoria, provavelmente de forma secunddria as alteragdes
previamente descritas (PEREIRA et al., 2007). Estudos comparando o desempenho de
animais estimulados com o EA e animais ndo estimulados com EA, comprovaram que
no labirinto aquatico de Morris, 0s primeiros apresentaram menor trajeto € menor tempo
para encontrar a plataforma em relagao aos ultimos (ECKERT et al., 2010; MESHI et
al., 2006). Em outro estudo avaliando a atividade exploratdria dos roedores na tarefa de
reconhecimento de objetos, os animais estimulados com o EA, passaram mais tempo
explorando o objeto novo, enquanto os animais nao estimulados com EA, exploraram os

objetos (novo e antigo) igualmente (LEGER et al., 2012).
1.5 MEMORIA

A memoria pode definida como a capacidade de adquirir, armazenar e evocar

informagdes. Este processo compreende trés diferentes fases. A primeira delas,
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denominada como aquisicdo, refere-se ao periodo em que a informagdo ¢ adquirida,
também chamada de aprendizagem. A segunda fase, chamada de consolidagdo, ¢ o
momento em que a informagao adquirida ¢ armazenada. A terceira € a evocagdo que
corresponde ao momento no qual informacdo armazenada pode ser recordada
(IZQUIERDO, 1989; MCGAUGH, 2000; SQUIRE, 2004)

A memoria é classificada conforme a distingdo de alguns aspectos como:
conteudo, func¢do e o tempo de duracdo (IZQUIERDO, 2018). De acordo com o
conteudo, a memoria pode ser classificada como declarativa (explicita) ou nao
declarativa (implicita). As memorias declarativas sdo aquelas que podem ser declaradas
facilmente, podendo ser subdividida em episddica, que permite recordar fatos e
experiencias vividas; e as semanticas, também chamada de genérica, que corresponde a
memoria de conhecimentos baseado em significados e conceitos (DICKERSON;
EICHENBAUM, 2010). A memoria nao declarativa, também chamada de memoria de
procedimento, ¢ o tipo de memoria formada a partir de um aprendizado motor, como
exemplo, atividades rotineiras como andar de bicicleta, dirigir automdveis e fazer
atividades fisicas (RIEDEL; BLOKLAND, 2015).

De acordo com a funcdo, podemos citar a memoria de trabalho, também
chamada de operacional e a memoria propriamente dita, a qual ¢ abordada nas demais
classificagdoes. A memoria de trabalho ¢ extremamente breve, mantendo a informagao
que esta sendo processada no momento, somente durante o periodo da aquisi¢cao e por
mais alguns segundos ou minutos, ou seja, ela permite avaliar a necessidade de formar
ou ndo uma nova memoria ou se a informagdo adquirida ja foi processada anteriormente
(BARROS et al., 2002). A peculiaridade principal dessa memoria ¢ que ela nao deixa
tragos, ou seja, ndo deixa arquivos (DASH et al., 2007).

De acordo com o tempo de duragdo, as memorias podem ser divididas em
memoria de curta, longa duracdo e memoria remota. A memoria de curta duragdo ¢
responsavel pela manutencdo da informagdo durante o tempo em que a memoria de
longa duracdao estd sendo formada, com tempo de duragdo entre 1 e 6 horas, com
duragdo e quantidade limitada (UNSWORTH; ENGLE, 2007). J& a memoria de longa
duracdo pode durar horas, dias ou até mesmo meses, com duracdo e quantidade
ilimitada. Em contrapartida as memorias de longa duracdo que permanecem por longos

meses ou anos sao chamadas de memorias remotas (IZQUIERDO, 2018).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre as alteracdes
comportamentais ¢ de memoria em ratos Wistar submetidos ao modelo de HHCY

severa cronica.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o teste de exploragao do
campo aberto em ratos submetidos ao modelo de HHCY severa,;

2. Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre a tarefa do
reconhecimento de novo objeto em ratos submetidos ao modelo de HHCY
severa,

3. Awvaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o teste da caminhada em
escada horizontal em ratos submetidos ao modelo de HHCY severa;

4. Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o teste do labirinto

aquatico de Morris em ratos submetidos ao modelo de HHCY severa.
3. HIPOTESE

A nossa hipotese ¢ que o enriquecimento ambiental possa reverter os danos

comportamentais causados pela hiper-homocisteinemia severa.
4. MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar com 06 dias de vida, provenientes do
Biotério Central do Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da
Satide da UFRGS. Os animais foram alojados em sala de colonia, com ciclo de
iluminacao claro escuro 12/12, em temperatura de (22 £ 1 ° C) e livre acesso a dgua e
racdo comercial. Para a realizacdo deste experimento foram seguidas regulamentagdes
para o uso de animais em pesquisa experimental no Brasil, Lei Arouca, (Lei Brasileira
n® 11794/2008) e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentagao

Animal, no Brasil (CONCEA). Foram feitos todos os esforgos a fim de minimizar o
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nimero de animais usados e seu sofrimento em nosso experimento. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul, Brasil CEUA/UFRGS (n°® 37811).
4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente divididos nos 4 grupos, previamente definidos
SALINA+AP (ambiente padrdo), HCY+AP, SALINA+EA e HCY+EA. Ratos que
receberam solucdo salina e permaneceram em ambiente padrao (SALINA+AP), ratos
que receberam HCY e permaneceram em ambiente padrao (HCY+AP), ratos que
receberam solugdo salina e foram expostos ao enriquecimento ambiental
(SALINA+EA) e ratos que receberam HCY e foram expostos ao enriquecimento
ambiental (HCY+EA). Os grupos (SALINA+AP) ¢ (HCY+AP) permaneceram em
ambiente padrao durante todo o experimento, enquanto os grupos (SALINA+EA) e
(HCY+EA), a partir do 29° dia de vida, foram alojados em gaiolas de dimensdes (80 X
60 X 60 cm), em ambiente enriquecido, por um periodo de 30 dias. Apds esse periodo,
todos os animais foram avaliados através dos testes de comportamento: campo aberto,
reconhecimento de objetos, caminhada em escada horizontal e labirinto aquatico de
Morris e eutanasiados 12 horas apds os testes para dissecacdo, separacdo e

criopreservacdo das amostras, as quais serdo testadas futuramente.

Experimento

TRAT:(';AYENTO ENRIQUECIMENTO TESTES ELTANASIA
SALINA AMBIENTAL COMPORTAMENTAIS

A A \ A
[ \ [ \ ) f !
1 1 | | 1 > ANALISE DOS
| 1 1 1 | RESULTADOS
Dias de vida 6° 28° 59° 70° 71°

= CAMPO ABERTO

= RECONHECIMENTO DE OBJETOS
= ESCADA HORIZONTAL

= LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Figura 2. Delineamento Experimental

4.3 HIPER-HOMOCISTEINEMIA SEVERA CRONICA

Os animais foram submetidos ao tratamento cronico severo com HCY mediante

a administragdo de HCY de 12/12 horas, pela via subcutanea, do 6° ao 28° dia de vida.
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Os animais dos grupos HCY receberam na primeira semana de tratamento uma dose
correspondente a 0,3 umol HCY/g peso corporal, segunda semana a dose de 0,4 umol
HCY g peso corporal e na ultima semana a dose de 0,6 pmol HCY/g peso corporal.
Conforme o padronizado por (STRECK et al., 2002), para atingir as concentragdes
acima descritas, cada animal recebeu 1 mL de solu¢do HCY por 100g de peso corporal,
aplicadas no dorso ou na nuca. Os animais do grupo controle receberam NaCl 0,9%
(salina) em volume semelhante aos do grupo HCY, durante o mesmo periodo (STRECK

et al., 2003).

4.4 TESTES BIOQUIMICOS

4.4.1 Estresse oxidativo (anexo 1).

4.5 ESTUDO COMPORTAMENTAL

4.5.1 Enriquecimento ambiental

O ambiente enriquecido foi composto por gaiolas de trés andares conectados por
rampas, de dimensdes (80 X 60 X 60 cm), enriquecida com elementos capazes de
estimular fungdes sensoriais, cognitivas e motoras (objetos de cores, formas, dimensdes
e texturas variadas), assim como estruturas que proporcionam ao animal a pratica de
exercicio fisico (escadas, tuneis, rodas, argolas, bolas, canos, chocalhos, cubos, tocas,
borrachas e balancos) (PRADO LIMA et al., 2018). Os objetos e estruturas do EA
foram substituidos com a frequéncia de 2 vezes por semana para garantir o estimulo
exploratorio e mecanismos envolvidos com o aprendizado e a memoria (DINIZ et al.,

2016; HERRING et al., 2009).

4.5.2  Campo aberto
A teste do campo aberto ¢ constituido de uma caixa de madeira (55 % 40 x 50
cm) com um piso cinza escuro dividido em 12 areas delineadas. A caixa foi colocada
em uma sala propria para testes de comportamento, sob controle de sons, ruidos e com
baixa luminosidade. Os ratos foram colocados em um canto no quadrado superior
esquerdo da caixa e a laténcia para deixar este primeiro quadrado foi registrada.

Cruzamentos subsequentes e os bolos fecais foram gravados e analisados através do
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software Any-maze. Os animais foram observados individualmente durante um periodo

de 5 min (NETTO; DIAS; IZQUIERDO, 1985).

4.5.3 Reconhecimento de objetos

A tarefa de reconhecimento de objeto foi realizada numa caixa de madeira (55 x
40 x 50 cm), onde cada animal foi confrontado com dois objetos idénticos (Objetos 1A
e 1B) dispostos na arena. O tempo de exploragdao de cada objeto foi registrado durante 5
min. Apos esta fase, o animal retornou para a caixa de origem. A arena e os objetos
foram higienizados com solucdo etanol 30%, entre cada sessdo. A memoria de longa
duracao foi realizada 24 horas ap0s o treino, onde o animal foi exposto a um dos objetos
utilizado na primeira fase (objeto 1 ou objeto familiar) e a um objeto novo (objeto 2 ou
objeto novo). Os animais tiveram 5 minutos para explorar estes objetos. O tempo de
exploracdo correspondente a cada animal foi utilizado como pardmetro para esta tarefa.
O indice de discriminacdo entre os objetos foi calculado através da seguinte equagdo:
diferenca do tempo gasto explorando o objeto novo (2) e o familiar (1), dividido pela
soma do tempo gasto explorando o objeto novo (2) e o familiar (1), dividido por 100
([(T novo — T familiar) / (T novo + T familiar)] /100). Os animais foram filmados e os

dados registrados pelo software Any-maze.

4.5.4 Teste da escada horizontal

Os animais foram testados na tarefa da Caminhada na escada horizontal para a
avaliagdo da coordenagdo sensorio-motora do animal, quanto a fungdo dos membros
anteriores e posteriores, conforme o protocolo descrito previamente por (WHISHAW et
al., 2003). O aparato ¢ constituido de uma escada horizontal de degraus metalicos de (3
mm de diametro), removiveis ¢ de espagamento minimo de (1 cm) entre degraus,
guarnicdes laterais de acrilico transparente de (1m de comprimento x 19 cm largura) a
partir do nivel dos degraus, com uma gaiola no ponto de partida e outra no final do
trajeto, a largura entre as guarni¢des do aparato sera ajustada para o tamanho de cada
animal, de forma que sobre (1 cm), a fim de minimizar a possibilidade do animal
retornar ao ponto de partida durante o trajeto. O aparato ¢ instalado com elevagao de (30
cm) de altura do solo, em uma sala com baixa luminosidade, sob controle de sons e
ruidos. Os degraus foram posicionados em dois padrdes: padrao regular, com
espacamento de 2 cm entre degraus, utilizado no periodo de aclimatacao, ¢ o padrao

irregular, com espagcamento de 2 a 5 cm, em 5 modelos diferentes de variagdo entre
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degraus, empregados na avaliagdo. Todos os animais foram treinados a percorrer o
trajeto em 3 ensaios no dia que antecede o dia do teste. Nas sessdes de avaliagdo serdo
empregados os modelos de posicionamento do padrao irregular, onde a posicdo dos
degraus foi modificada a cada cruzamento do animal pelo trajeto, com a finalidade de
inibir a compensa¢do de uma deficiéncia pelo aprendizado, o teste sera registrado por
imagens de video para posterior andlise. Para o resultado foi aplicada uma escala
quantitativa de 0 a 6 pontos para avaliar a qualidade dos passos através da (média de
pontos da qualidade de passos da soma de pontos / n de passos de cada trial), onde a
pontuacao 0, 1, e 2, foram quantificados como erro através da formula (média do n de

erros / n passos * 100 de cada trial) (WHISHAW et al., 2003).

4.5.5 Labirinto aquatico de Morris

Os animais foram testados na tarefa do Labirinto Aquatico de Morris para o
estudo da memoria e aprendizagem espacial com o protocolo de memoria de referéncia
previamente descrito por Deniz et al (2013a). A tarefa foi executada em um tanque
redondo com fundo preto de 200 cm de didmetro ¢ 100 cm de altura, com uma
plataforma submersa a 2 cm na agua, preenchido com agua até uma altura de 50 cm em
temperatura constante de 22°C. O tanque possui uma divisdo tedrica em quatro
quadrantes iguais para analise. Foram posicionadas, nas paredes da sala, algumas
referéncias visuais de orientagdo. Todos os animais receberam quatro ensaios/dia, em 5
dias consecutivos, com um intervalo intertrial de 10 min. A posicdo da plataforma
permaneceu no mesmo local durante todo o periodo de treinamento. As posi¢des de
inicio dos animais foram designadas a partir de N (norte), S (sul), O (oeste) ou L (leste).
Durante os 5 dias, os ratos foram colocados na piscina posicionados de frente para a
parede e a cada dia de treino foi modificado a ordem do ponto de partida. A laténcia
para encontrar a plataforma durante cada ensaio foi medida como um indicador de
aprendizagem. Um teste de sonda sem plataforma foi realizado no 6° dia e os seguintes
parametros foram avaliados: laténcia para atravessar a zona da plataforma, tempo gasto
no quadrante da plataforma, tempo gasto no quadrante da plataforma oposta e distancia

total percorrida (Deniz et al., 2013).

4.5.6 Andlise estatisticas
A analise estatistica foi realizada pelos métodos estatisticos ANOVA de duas

vias, seguida pelo post-test de Tukey ou Sidak, conforme recomendacdo do teste
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estatistico para de identificar possiveis diferencas entre os grupos amostrados. Todas as
analises foram realizadas através do software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad
Software, LA Jolla, CA, EUA). As diferengas foram consideradas significativas em * p

< 0,05 e os resultados sdo expressos como a média + desvio padrao (DP).
5. RESULTADOS
5.1 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou que os tratamentos
HHCY e EA alteraram o aprendizado na fase de aquisi¢do (Fig. 3) do Labirinto
Aquatico de Morris [F (3, 61) = 10,06 p < 0,0001], houve alteragdo no aprendizado
entre os dias 1 e 5, na fase de aquisi¢ao [F (4,028, 245,7) = 21,19 p < 0,0001]. Contudo,
ndo houve interacdo entre os grupos tratados e os dias de aprendizado, na fase de
aquisicao [F (15, 305) = 1,159, p > 0,05]. Na fase de aquisicao, o post-test de Tukey
mostrou que o grupo SALINA+EA apresentou melhor desempenho que os o grupo
SALINA+AP (médias de tempo para encontrar a plataforma: 38,17 e 26,43,
respectivamente; q = 7,226, DF = 182,0, p < 0,0001). O grupo SALINA+AP ¢ o grupo
HHCY+AP nao apresentaram diferenca no aprendizado ao longo dos dias na fase de
aquisicdo (médias de tempo para encontrar a plataforma: 38,17 e 41,76,
respectivamente; p >0,05). O grupo HHCY+EA apresentou melhor desempenho que o
grupo SALINA+AP (médias de tempo para encontrar a plataforma: 38,17 e 29,63,
respectivamente; q = 5,105, DF = 183,7, p <0,0001). O grupo SALINA+EA apresentou
melhor desempenho que o grupo HHCY+AP (médias de tempo para encontrar a
plataforma: 26,43 e 41,76, respectivamente q = 9,991, DF = 200,0, p < 0,0001). O grupo
SALINA+EA e o grupo HHCY+EA ndo apresentaram diferenca no aprendizado ao
longo dos dias na fase de aquisi¢ao (médias de tempo para encontrar a plataforma:
26,43 e 29,63, respectivamente; p >0,05). O grupo HHCY+EA apresentou melhor
desempenho na fase de aquisicdo que o grupo HHCY+AP (médias de tempo para
encontrar a plataforma: 41,76 e 29,63, respectivamente q = 7,652, DF = 196,9, p <
0,0001). Embora os animais HHCY apresentem um maior tempo para encontrar a
plataforma que os animais do grupo SALINA essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Contudo, os nossos dados mostram que o EA melhora o desempenho tanto
dos animais submetidos a administracdo de SALINA quanto dos submetidos 8 HHCY,

na fase de aquisi¢ao no teste do Labirinto Aquatico de Morris.
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Figura 3. Labirinto Aquatico de Morris - A

Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA)
sobre a memoria espacial na fase de aquisi¢do (dias 1 a 5) e no dia do teste no Labirinto
Aquatico de Morris. O grafico mostra o tempo médio gasto para encontrar a plataforma
nos dias de treino e as diferengas para comparagdes do grupo SALINA+AP entre os
dias 1 a 5 na fase de aquisi¢do (*), as diferengas para comparagdes do grupo
SALINA+EA entre os dias 1 a 5 na fase de aquisicdo (#) e as diferencas para
comparacoes do grupo HHCY+EA entre os dias 1 a 5 na fase de aquisicao (£). Os dados
sdo expressos como média £ erro padrao para 15-18 animais por grupo. * p < 0,05, # p

<0,05e£p<0,05.

Comparacdes entre os grupos mostraram que o grupo HHCY+AP apresentou
pior desempenho na fase de aquisi¢do no teste Labirinto Aquatico de Morris em relagao
aos grupos SALINA+AP, SALINA+EA e HHCY+EA. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos SALINA+AP, SALINA+EA ¢ HHCY+EA na
fase de aquisi¢do (dias 1-5) no Labirinto Aquatico de Morris.

No dia do teste (dia 6) do Labirinto Aquatico de Morris (Fig. 4), a laténcia para
deixar o quadrante oposto (Fig. 4A, quadrante de inicio do teste) nao foi alterada nem

pelo tratamento com HHCY [F (1, 32) = 2,435, p > 0,05] nem pelo EA [F (1, 32) =
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2,579e-00, p > 0,05], ndo sendo observado efeito de interacdo entre os tratamentos [F
(1, 32) = 0,09005, p > 0,05]. O tempo total de permanéncia no quadrante oposto (Fig.
4B) foi semelhante entre os grupos, nao sendo alterado nem pelo tratamento com
HHCY [F (1, 61) =0,1184, p > 0,05] nem pelo EA [F (1, 61) = 0,4316, p > 0,05]. Nao
foi observada interagdo [F (1, 61) = 0,6504, p > 0,05] entre os tratamentos no tempo de
permanéncia no quadrante oposto no dia do teste.

A laténcia de entrada no quadrante alvo (Fig. 4C) nao foi alterada nem pelo
tratamento com HHCY [F (1, 32) = 2,435, p > 0,05], nem pelo EA [F (1, 32) = 2,579¢-
005, p > 0,05]. Nao foi observada interagdo entre os tratamentos na laténcia de entrada
no quadrante alvo [F (1, 32) = 0,09005, p > 0,05]. O tempo total de permanéncia no
quadrante alvo (Fig. 4D) nao foi alterado nem pelo tratamento com HHCY [F (1, 61) =
0,3393, p > 0,05] nem pelo EA [F (1, 61) = 2,661, p > 0,05]. Nao foi observada
interagdo [F (1, 61) = 2,624, p > 0,05] entre os tratamentos no tempo de permanéncia no
quadrante alvo no dia do teste.

A distancia de nado (Fig. 4E) no dia do teste ndo foi alterada nem pelo
tratamento com HHCY [F (1, 32) = 1,837, p > 0,05], nem pelo EA [F (1, 32) = 3,095, p
> 0,05]. Nao foi observada interag@o entre os tratamentos na distancia total de nado dos
animais [F (1, 32) = 0,01830, p > 0,05]. A velocidade média de nado (Fig. 4F) no dia do
teste ndo foi alterada nem pelo tratamento com HHCY [F (1, 32) = 0,01661, p > 0,05],
nem pelo EA [F (1, 32) = 3,071, p > 0,05]. Nao foi observada interagdo entre os
tratamentos na distancia total de nado dos animais [F (1, 32) = 1,825, p > 0,05].

A laténcia para primeira entrada na zona da plataforma (Fig. 4G) ndo foi
alterada nem pelo tratamento com HHCY [F (1, 32) = 0,849, p > 0,05], nem pelo EA [F
(1,32)=0,0470, p > 0,05]. Nao foi observada interacao entre os tratamentos na laténcia
para primeira entrada na zona da plataforma [F (1, 32) = 0,2513, p > 0,05]. O tempo
gasto proximo a zona da plataforma (Fig. 4H) ndo foi alterado pelos tratamentos com
HHCY [F (1, 32) = 0,1628, p > 0,05] e EA [F (1, 32) = 0,03011, p > 0,05], ndo foi
observada interagao entre eles [F (1, 32) = 0,4081, p > 0,05].

Os parametros utilizados para avaliar a memoria espacial dos ratos no dia do

teste ndo foram alterados pelos tratamentos.
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Figura 4. Labirinto Aquatico de Morris- B

Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA)
sobre a memoria espacial de ratos no dia do teste (dia 6) no Labirinto Aquatico de
Morris. Laténcia para primeira saida do quadrante oposto (A), tempo total gasto no
quadrante oposto (B), laténcia para primeira entrada no quadrante alvo (C), tempo total
gasto no quadrante alvo (D), distancia total nadada (E) e velocidade de nado (F),
laténcia para primeira entrada na zona da plataforma (G), tempo gasto proximo a zona
da plataforma (H) no dia do teste no Labirinto Aquatico de Morris. Os dados sdo

expressos como média = desvio padrao para 8-11 animais por grupo. p > 0,05.
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5.2 CAMPO ABERTO

A HHCY ndo alterou nenhum dos tratamentos, no entanto, o EA por si sé
alterou alguns parametros animais no teste do campo aberto (Fig. 5).

A ANOVA de duas vias ndo apontou diferencas na distancia total percorrida
(Fig. 5A) pelos animais submetidos ao tratamento com HHCY [F (1, 61) = 0,1523, p >
0,05] nem o EA [F (1, 61) = 0,2407, p > 0,05], ndo houve interagdo entre eles [F (1, 61)
= 1,920, p > 0,05]. Nao houve diferenca no tempo total de imobilidade (Fig. SB) dos
animais nos grupos HHCY [F (1, 61) =0,4458, p > 0,05] ¢ EA [F (1, 61) = 0,5873, p >
0,05], assim como interagdo entre eles [F (1, 61) = 0,7862, p > 0,05]. O tratamento com
HHCY nao alterou [F (1, 61) = 0,5040, p > 0,05] o niimero total de linhas de
cruzamento (Fig. SC) no teste, contudo, o tratamento com EA diminuiu [F (1, 61) =
4,473, p < 0,05] o numero de linhas de cruzamento no teste. Nao houve interacao entre
os tratamentos no nimero de linhas de cruzamento [F (1, 61) = 0,2163, p > 0,05]. A
laténcia para o primeiro episddio mével (Fig. SD) ndo foi alterada pelos tratamentos
com HHCY [F (1, 32) = 2,087, p > 0,05] ¢ EA [F (1, 32) = 0,1298, p > 0,05]. Nao
houve interagdo entre os tratamentos na laténcia para o primeiro episoédio movel [F (1,
32)=0,1906, p > 0,05].

O tratamento com HHCY ndo alterou o tempo no centro do aparato (Fig. SE) [F
(1, 61) = 0,04583, p > 0,05]. Os animais dos grupos submetidos ao EA apresentaram
menor tempo de permanéncia na zona central do aparato em comparacao aos grupos do
AP [F (1, 61) = 9,081, p < 0,01]. Nao houve interagdo entre os tratamentos no tempo de
permanéncia na zona central do aparato [F (1, 61) = 2,571, p > 0,05]. O ntimero de
entradas na zona central do aparato (Fig. 5F) nao foi alterado nem pelo tratamento com
HHCY [F (1, 32) = 1,119, p > 0,05] nem pelo EA [F (1, 32) = 3,100, p > 0,05]. Nao
houve interacdo entre os tratamentos no numero de entradas na zona central [F (1, 32) =
2,330, p > 0,05].

A ANOVA de duas vias mostrou que o tratamento com HHCY alterou o nimero
de bolos fecais (Fig. SG) [F (1, 25) = 6,184, p < 0,05]. O EA nao alterou o numero de
bolos fecais [F (1, 25) = 2,523, p > 0,05], assim como ndo houve interagdo entre os
tratamentos [F (1, 25) = 2,523, p > 0,05]. O post-test de Tukey para multiplas
comparagdes mostrou que os grupos SALINA+AP e HHCY+EA apresentam diferengas
na produgao de bolos fecais, assim como os grupos SALINA+EA e HHCY+EA (ambos
p <0,05).
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Figura 5. Campo Aberto

Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA) no
teste de campo aberto sobre a distancia total percorrida (A), total de imobilidade (B),
nimero total de linhas de cruzamento (C), laténcia para o primeiro episédio moével (D),
tempo no centro do aparato (E), nimero de entradas na zona central (F) e nimero de
bolos fecais (G). Os dados sdo expressos como média £ desvio padrdao para 8-11
animais por grupo. Diferenga para * Salina+AP (p < 0,05) e para # SalinatEA (p <
0,05). *p <0,05e **p<0,01.

5.3 RECONHECIMENTO DE OBJETOS

A memoria nao declarativa avaliada pelo teste do reconhecimento de novo
objeto foi alterada pelos tratamentos (Fig. 6).

A ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve diferenga no tempo total de
exploracdo dos dois objetos (1A e 1B) na primeira fase do teste (Fig. 6) pelos animais
submetidos aos tratamentos com HHCY [F (1, 61) =0,3873, p > 0,05] e EA [F (1, 61) =
0,1774, p > 0,05], mostrando que o tempo total de exploragao dos grupos foi igual. Nao
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houve interagdo entre os tratamentos [F (1, 61) = 0,3301, p > 0,05] na explora¢do dos
objetos iguais (1A e 1B).

A ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve diferenca no tempo de
exploracdo de cada objeto 1 e 2 (Fig. 6B) entre os grupos HHCY [F (1, 122)=0,6131, p
> 0,05] e EA [F (3, 122) = 0,5136, p > 0,05], e que ndo houve interacdo entre os
tratamentos no tempo de exploracao de cada objeto [F (3, 122) = 1,700, p > 0,05].

A ANOVA de duas vias mostrou que houve uma intera¢do dos tratamentos no
percentual de tempo de exploracdo de cada objeto (1 e 2) (Fig. 6C) [F (3, 122) = 6,476,
p < 0,001]. O post-test de Sidak para multiplas compara¢des mostrou que hé diferencga
no tempo percentual de exploragdo entre os objetos 1 e 2 nos grupos SALINA+AP (t =
2,660, DF = 122,0) e SALINA+EA (t = 2,861, DF = 122,0). No entanto, nos grupos
HHCY+AP ¢ HHCY+EA nao ha diferenca estatistica no percentual de tempo
explorando cada um dos objetos 1 e 2 (ambos p > 0,05). Contudo os valores estatisticos
mostram que o grupo HHCY+EA tende a explorar de forma diferente os objetos 1 e 2 (t
=2,511, DF = 122,0, p = 0,0523).

A ANOVA de duas vias mostrou que o indice de reconhecimento (Fig. 6D) foi
aumentado nos grupos EA [F (1, 61) = 8,023, p < 0,01], no entanto ndo foi observada
altera¢do no indice de reconhecimento pelo tratamento com HHCY [F (1, 61) = 0,6966,

p > 0,05] nem interacao [F (1, 61) = 1,456, p > 0,05] entre os tratamentos.
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Figura 6. Reconhecimento de Objetos

Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA) no
teste do reconhecimento do novo objeto sobre o tempo de exploragdo total dos dois
objetos iguais (A), tempo total de exploragdo de cada objeto 1 (familiar) e 2 (novo) (B),
percentual de tempo explorando cada objeto 1 e 2 (C) e indice de reconhecimento do
objeto 2 (novo objeto) (D). Os dados sdo expressos como média = desvio padrao para
15-18 animais por grupo. Diferenca para comparacdo entre o percentual de tempo
explorando cada objeto 1 e 2 nos grupos * Salina+AP (p < 0,05) e para * Salina+EA (p
< 0,05). Diferenga entre os grupos de EA e AP ** p <0,01.

5.4 CAMINHADA NA ESCADA HORIZONTAL

O EA melhora a caminhada sobre a escada horizontal, melhorando a
coordenacdo motora fina dos animais.

A ANOVA de duas vias mostrou que o EA melhora a qualidade do passo do
membro anterior direito [Fig. 7A, F (1, 24) = 6,140, p < 0,05]. Nao houve efeito do
tratamento com HHCY [F (1, 24) = 0,4312, p > 0,05] ou interagdo dos tratamentos [F
(1, 24) = 0,08188, p > 0,05] sobre a passada do membro anterior direito dos animais. A

qualidade da passada do membro anterior esquerdo (Fig. 7B) foi igualmente melhorada
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pelo EA [F (1, 24) = 6,578, p < 0,05], sem, no entanto, ser alterada pelo tratamento com
HHCY [F (1, 24) = 0,8008, p > 0,05] e ou foi observada interacdo entre os tratamentos
[F (1, 24)=1,165, p > 0,05].

A ANOVA de duas vias mostrou que o EA reduz o percentual de erros causados
pelos membros anteriores direito [Fig. 7C, F (1, 24) = 6,042, p < 0,05] e esquerdo [Fig.
7D F (1, 24) = 5,158, p < 0,05]. Nao foram observados efeitos do tratamento com
HHCY ou interagdo entre os tratamentos para o percentual de erros causados pelos
membros anteriores direito [Fig. 7C, HHCY: F (1, 24) = 0,4589; interacao: F (1, 24) =
0,6116; ambos p > 0,05] e esquerdo [Fig. 7D, HHCY: F (1, 24) = 0,1649; interagdo: F
(1,24)=0,01983; ambos p > 0,05].
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Figura 7. Caminhada na Escada Horizontal - A

AP AE

Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA) no
teste da caminhada em escada horizontal sobre a qualidade do passo dos membros
anteriores direito (A) e esquerdo (B), e o percentual de erros cometidos pelos membros
anteriores direito (C) e esquerdo (D). Os dados sdo expressos como média + desvio

padrao para 7-8 animais por grupo. * p <0,05.
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A ANOVA de duas vias mostrou que o EA melhora a qualidade do passo do
membro posterior direito [Fig. 8A, F (1, 24) = 17,37, p < 0,001]. Nao houve efeito do
tratamento com HHCY [F (1, 24) = 0,3832, p > 0,05] ou interacao dos tratamentos [F
(1, 24) =0,01488, p > 0,05] sobre a passada do membro anterior direito dos animais. A
qualidade da passada do membro posterior esquerdo (Fig. 8B) foi igualmente
melhorada pelo EA [F (1, 24) = 50,73, p < 0,001], sem, no entanto, ser alterada pelo
tratamento com HHCY [F (1, 24) = 0,8444, p > 0,05] e ou foi observada interagdo entre
os tratamentos [F (1, 24) = 1,694, p > 0,05].

A ANOVA de duas vias mostrou que o EA reduz o percentual de erros causados
pelos membros posteriores direito [Fig. 8C, F (1, 24) = 26,54, p < 0,001] e esquerdo
[Fig. 8D, F (1, 24) = 30,41, p < 0,0015]. Nao foram observados efeitos do tratamento
com HHCY ou interagdo entre os tratamentos para o percentual de erros causados pelos
membros posteriores direito [Fig. 8C, HHCY: F (1, 24) = 0,8784; interacdo: F (1, 24) =
2,408; ambos p > 0,05] e esquerdo [Fig. 8D, HHCY: F (1, 24) = 0,4050; interagdo: F (1,
24) =1,184; ambos p > 0,05].
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Figura 8. Caminhada na Escada Horizontal- B
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Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA) no

teste da caminhada em escada horizontal sobre a qualidade do passo dos membros
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posteriores direito (A) e esquerdo (B), e o percentual de erros cometidos pelos membros
posteriores direito (C) e esquerdo (D). Os dados sdao expressos como média £+ desvio

padrao para 7-8 animais por grupo. * p <0,001.

5.5 GANHO DE PESO CORPORAL

O EA ambiental por si ou em conjunto com a administragdo de HHCY diminuiu
o peso corporal dos animais (Fig. 9), contudo o tratamento com HHCY ndo alterou o
peso corporal dos animais. A ANOVA de 2 vias de medidas repedidas mostrou que
houve interagao entre os dias de vida e os grupos [F (6, 50) = 77,13, p <0,0001]. Ainda,
houve diferen¢a no peso corporal dos animais ao logo do tempo [F (2, 50) = 2897, p <
0,0001], conforme o esperado. A ANOVA detectou um efeito dos grupos sobre o peso
corporal dos animais ao longo dos experimentos (F (3, 25) = 26,49, p < 0,0001]. O post-
test de Sidak mostrou que aos 7 (inicio dos experimentos) € aos 29 (término das
administracdes de HHCY) dias de vida o peso dos animais era semelhante entre os
grupos de estudo (ambos p > 0,05). Aos 59 dias de vida, apos o término do periodo de
EA, os animais dos grupos EA apresentaram menor peso corporal que os demais grupos
(diferenca para SALINA+AP vs SALINA+EA, SALINA+AP vs HHCY+EA,
SALINE+EA vs HHCY+AP e HHCY+AP vs HHCY+EA), ambos p < 0,0001.
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Figura 9. Ganho de Peso Corporal
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Efeito da hiper-homocisteinemia severa (HHCY) e enriquecimento ambiental (EA)
sobre o peso corporal dos animais aos 7, 29 e 59 dias de vida. Os dados s3o expressos
como média + desvio padrdo para 7-8 animais por grupo. Diferenca para comparagao
entre * SALINA+AP vs SALINA+EA ou HHCY+EA e # HHCY+AP vs SALINA+EA
ou HHCY+EA (p <0,05).

6. DISCUSSAO

A HHCY severa tem sido reportada por causar uma série de alteracdes
metabolicas em estruturas cerebrais, como cortex e hipocampo de ratos, que culminam
com o comprometimento de diversas vias bioquimicas, como por exemplo, o
comprometimento da via glutamatérgica, da atividade da Na",K'-ATPase ¢ a geragdo de
estresse oxidativo (DA CUNHA et al., 2012; MACHADO et al., 2011; MATTE et al.,
2010; STRECK et al., 2002). Essas alteracdes bioquimicas estdo relacionadas com o
comprometimento das func¢des cognitivas, aprendizado e memodria em modelos com
roedores (NETTO et al., 1993; WYSE et al., 2004; YAKOVLEVA et al., 2020) ¢ tem
sido utilizado também em ratos submetidos 8 HHCY severa (JADAVIJI et al., 2012;
KOLLING et al.,, 2017; MATTE et al.,, 2009). Nesse sentido, o enriquecimento
ambiental, tem sido utilizado para proteger/adaptar o encéfalo para danos bioquimicos
que culminam com alteragdes metabodlicas e levam a prejuizos no aprendizado e
memoria (ROJAS et al., 2015; SAMPEDRO-PIQUERO et al., 2013; ZEENI et al.,
2015). As memorias podem ser divididas e classificadas, dentre outras formas, como
memorias declarativas ou memorias explicitas, nas quais armazenamos as memorias que
podem ser evocadas de forma consciente, que podem ser pensadas e estdo relacionadas
a fatos ou coisas que aprendemos conscientemente, € como memorias nao declarativas
ou memorias procedurais, nas quais armazenamos procedimentos relacionados as
habilidades de dirigir, andar de bicicleta ou fazer as tarefas mais rotineiras como mexer
no computador. Nesse sentido, o estudo destas memorias em roedores pode ser
desenvolvido por tarefas especificas, como por exemplo, a tarefa do Labirinto Aquatico
de Morris, que avalia a memoria espacial declarativa dependente do hipocampo, e por
testes que avaliam as memorias nao declarativas, como por exemplo, a tarefa de campo
aberto, da caminhada sobre a escada horizontal e a tarefa do reconhecimento de objetos.

Nossos resultados mostraram que a HHCY severa comprometeu o aprendizado

no Labirinto Aquatico de Morris, pontuado pelo maior tempo para encontrar a
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plataforma no periodo de aquisi¢@o e teste da tarefa e que o enriquecimento ambiental
por si s6, e quando realizado no periodo imediatamente posterior a submissdo ao
modelo de HHCY severa foi capaz de proteger a memoria espacial dos animais,
pontuada pela redugdo no tempo gasto para encontrar a plataforma. No entanto, no dia
do teste (dia da probe) no Labirinto Aquatico de Morris, ndo observamos alteragdes
pelos tratamentos nos parametros mensurados. O enriquecimento ambiental em estagios
iniciais do neurodesenvolvimento foi utilizado para atenuar os danos comportamentais,
histologicos e celulares induzidos pela isquemia cerebral (DURAN-CARABALI et al.,
2021; ROJAS et al., 2015; SANCHES et al., 2021). A exposi¢do ao enriquecimento
ambiental nos periodos pré-natal e pds-natal precoce do desenvolvimento foi utilizado
para melhorar o desempenho de ratos submetidos a isquemia cerebral na tarefa de
memoria espacial do Labirinto Aquatico de Morris, enquanto, ratas submetidas a
isquemia cerebral foram mais beneficiadas com a estimulagdo pods-natal precoce. Além
disso, o enriquecimento ambiental tem sido reportado para reduzir o comportamento
semelhante a ansiedade em ratos e ratas submetidos a hipoxia-isquemia, auxiliando na
reducdo da hiperlocomogdo das ratas submetidas a hipoxia-isquemia (DURAN-
CARABALI et al., 2019a). Mostrando que o enriquecimento ambiental pode ser um
importante aliado no tratamento/prevencao de déficits comportamentais e de memdoria
em ratos, onde estimulacdo a ambientes dindmicos, interativos e complexos pode
proporcionar um aumento de “desafios” fisicos e mentais estimulando-os. Ainda, o
enriquecimento ambiental foi reportado para melhorar os sintomas cognitivos e danos
patologicos em modelo focal de dano cortical que leva a esclerose multipla (SILVA et
al., 2020) e modular fatores neurodegenerativos em camundongos submetidos ao
modelo da doenga de Huntington (MO; HANNAN; RENOIR, 2015). O enriquecimento
ambiental foi utilizado para melhorar a memoria de ratos obesos submetidos a dietas
ricas em gorduras (PRABHU; K G RAO; RAI, 2021) e prevenir o declinio cognitivo
induzido pelo processo oxidativo induzido pela dieta com restricdo de folato e vitamina
E contendo ferro como pro-oxidante (LEE et al., 2012).

A estimulagdo com ambientes enriquecidos pode atrasar o aparecimento de
déficits de memoria e reduzir as caracteristicas neuropatologicas da doenca de
Alzheimer, demonstrado em modelo de neurodegeneracdo em roedores (BERARDI et
al.,, 2007) além de melhorar fatores bioquimicos (regula positivamente o mRNA de
NMDA) relacionados a neurodegeneragao em hipocampo de ratos (ANDIN et al.,

2007). Nesse sentido, a modulagdo positiva do sistema glutamatérgico, ou de seus
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componentes, pelo enriquecimento ambiental pode ser um importante aliado na
prevencao do desenvolvimento de déficits de memoria associado a neurodegeneracao
promovida por doengas incapacitantes, como a doenca de Alzheimer.

Demonstramos que a HHCY severa isolada e ou em conjunto com o
enriquecimento ambiental ndo alteram o comportamento exploratorio e locomotor dos
animais avaliados pelas tarefas de campo aberto, considerando os parametros
mensurados nessa tarefa. Na tarefa da escada horizontal ndo observamos
dificuldades/prejuizos na travessia da escada pelos grupos HHCY severa, no entanto,
observamos que todos os grupos submetidos ao enriquecimento ambiental apresentaram
melhora significativa para o desenvolvimento da tarefa, mostrando que o
enriquecimento ambiental melhora por si e frente a outros tratamentos o desempenho
em habilidades complexas e com alto grau de dificuldade. Nesse sentido, todos os
grupos, nos quais o enriquecimento ambiental foi aplicado, foram beneficiados com
reducdo do percentual de erros, melhora da marcha e da qualidade dos passos em todos
0s membros, tanto nos membros anteriores quanto nos posteriores, culminando numa
melhor coordenacdo motora dos animais. Alteracdes locomotoras sdo expressamente
observadas em situagdes onde ha um comprometimento severo do encéfalo e de suas
conexoes (DURAN-CARABALI et al., 2019b; LOPES; LOPES; VANNUCCHLI, 2010;
SANCHES et al., 2013). E reportado que o sistema sensorio-motor é de extrema
importancia para o desenvolvimento e adaptagao ao ambiente e ja foi descrito que em
roedores mesmo quando existem danos severos no encéfalo o desenvolvimento pode se
processar ¢ as habilidades e os reflexos das fungdes motoras, necessarias a
sobrevivéncia, serem mantidos (BARTHAS; KWAN, 2017; PAZAITI et al., 2008;
SARADIJIAN, 2015). No modelo de HHCY severa e considerando o tempo de
tratamento nao observamos alteracdes motoras. No entanto, ndo podemos descartar
possiveis alteragdes motoras a longo prazo, uma vez que, foi anteriormente
demonstrado que esse modelo de HHCY severa esté relacionado a diversas disfuncgdes
cerebrais e metabolicas que sdo diretamente relacionadas a formagao e manutencao das
memorias € ao correto funcionamento cerebral (ZOCCOLELLA et al., 2006), assim
como a neurodegeneracdo (SHARMA et al., 2015). Foi demonstrado que animais
submetidos a HHCY severa e expostos a tarefa campo aberto, uma tarefa ndo aversiva e
ndo associativa, ndo tiveram a atividade locomotora alterada, no entanto, esses mesmos
animais quando submetidos a tarefa de esquiva inibitéria, uma tarefa aversiva

associativa e ndo declarativa, que avalia a memoria aversiva dos animais, apresentaram
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pior desempenho no desenvolvimento do teste, demonstrando um prejuizo na memoria
(KOLLING et al., 2017; MATTE et al., 2009).

Duran-Carabali et al. (2019) demonstraram que o enriquecimento ambiental
durante a lactacdo pode reduzir o comprometimento motor, avaliado por testes de
dominios de forga, assimetria e coordenagdo, sendo uma importante ferramenta na
promocao da recuperacdo e reorganiza¢do funcional de ratos submetidos a lesdo
cerebral por hipoxia-isquemia cerebral (DURAN-CARABALI et al, 2019b). A
exposicao precoce ao enriquecimento ambiental pode proteger ratos machos contra o
desenvolvimento de dor neuropatica apds lesdo nervosa (KIMURA et al., 2020). Mais
uma vez demonstrando que tarefas enriquecidas podem ser importantes aliadas para
recuperagao ¢ melhora do movimento apds insultos cerebrais graves em neonatos.
Estimamos que um maior tempo de insultos causados pelo modelo de HHCY severa
associado aos danos bioquimicos/metabdlicos reportados na literatura para esse modelo
(DA CUNHA; FERREIRA; WYSE, 2010; DA CUNHA et al., 2012; MACHADO et al.,
2011) possam levar ao comprometimento das fungdes motoras e do desenvolvimento
associado @ memoria executiva nao declarativa, a locomogao. A intervencao terapéutica
baseada no enriquecimento ambiental pode ser uma importante aliada para melhorar a
plasticidade sinaptica cerebral reduzindo os danos causados quando os niveis de
homocisteina estdo extremamente elevados.

Nossos resultados mostraram que a memoria ndo declarativa mensurada pelo
teste do reconhecimento de novo objeto foi alterada pelos tratamentos. A exploragdo
total dos dois objetos (1 e 2) no treino ndo foi alterada em nenhum dos grupos,
mostrando que os objetos utilizados no treino eram iguais e que nao havia preferéncia
por um ou outro objeto ou por um ou outro lado do aparato nesta fase da tarefa. Quando
os objetos foram diferentes, fase dois da tarefa, os animais dos grupos SALINA+AP e
SALINA+EA apresentaram diferencas na exploracdo dos objetos novo e antigo. O
grupo SALINA+AP demonstrou maior interesse pelo objeto antigo e o grupo
SALINA+EA demonstrou maior interesse pelo objeto novo (comportamento esperado).
No entanto, o grupo HHCY-+AP nao apresentou diferenca no tempo explorando os
objetos diferentes, mostrando que eles ndo reconheciam o objeto novo evidenciando o
déficit na memoria de reconhecimento, e o grupo HHCY+EA embora ndo tenha
apresentado uma maior preferéncia significativa para explorar o objeto novo, tendeu a
apresentar um comportamento semelhante ao grupo SALINA+EA para explorar os

objetos diferentes. Observamos que o enriquecimento ambiental por si e apds o
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tratamento com HHCY severa aumentou o indice de reconhecimento do novo objeto,
melhorando a memoria de reconhecimento dos animais. A tarefa de reconhecimento de
novo objeto ¢ baseada na tendéncia natural dos roedores em explorar novos objetos ao
invés de objetos conhecidos, onde a maior exploragao do objeto novo ¢ um indicativo
de melhor fungdo cognitiva. Foi descrito que a HHCY severa pode reduzir em até 44% a
exploracdo do novo objeto no teste do reconhecimento do novo objeto, assim como
pode diminuir o tempo de permanéncia sobre a plataforma no teste de esquiva inibitoria
nos tempos de 3h e perdurando por até 7 dias, prejudicando a memoria aversiva
avaliada (KOLLING et al., 2017). Foi demonstrado que o enriquecimento ambiental
protege dos efeitos ansiosos e do déficit cognitivo e de memoria, avaliado pelo teste do
reconhecimento do novo objeto, assim como das alteragdes em neurotrofinas
hipocampais (como o BDNF) causados pela privacdo de sono em roedores em
desenvolvimento (GHAHERI et al., 2021). O enriquecimento ambiental aumenta a
atividade fisica e a estimulagdo sensoria e por esse motivo ¢ postulado para modular
positivamente diversas fungdes fisiologicas, aumentando a atividade neuronal, a
demanda por oxigénio e favorecendo a plasticidade sinaptica cerebral, diretamente
relacionada ao aprendizado e a memoria. Bindra et al. (2021) demonstraram que o
enriquecimento ambiental foi capaz de melhorar a memoria de reconhecimento de
camundongos submetidos a hipdxia cronica, assim como as suas performances no teste
do labirinto em Y (BINDRA; LAMANNA; XU, 2021).

Observamos que a HHCY severa nao prejudica o ganho de peso corporal, no
entanto, observamos que o EA tanto per se como apos o tratamento com HHCY severa
promove uma redugdo do peso corporal dos animais. Essa redugdo de peso pode estar
relacionada a maior movimentagdo observada nos animais do grupo EA, que tem uma
maior estimulacdo a exploracdo de novos ambientes e desta forma consomem maior
quantidade de energia. No entanto, uma melhor analise poderia ser realizada ao se
analisar a ingesta caldrica e o gasto caldrico destes animais, a fim de avaliar se os
animais do grupo EA tem algum gasto calorico pronunciado em detrimento do ambiente
enriquecido.

O processo de desenvolvimento adequado ¢ de extrema importincia para a
sobrevivéncia e chegada a vida adulta, das mais diversas espécies, nesse sentido, mesmo
frente as intempéries encontradas ao longo do desenvolvimento os sistemas fisioldgicos
se orquestram da melhor forma a atingir a fase adulta e manter a proliferacdo das

espécies. Danos expressivos podem comprometer o desenvolvimento e chegada a vida
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adulta, contudo, danos menores podem ser benéficos e em muitos casos a sucessdo de
pequenos danos pode levar ao comprometimento futuro de outras habilidades e ao
desenvolvimento de outras doencas associadas como a neurodegeneragdo € o
comprometimento intelectual e de autocuidado. Fatores de risco biologico, como no
caso da HHCY severa, podem prejudicar e comprometer a chegada a vida adulta e as
condicdes de vida na fase adulta. Nesse sentido, a introdugdo de ac¢des preventivas ou de
melhoria da qualidade de vida e da redugdo de danos sobre os sistemas bioldgicos e
sobre os mais diversos processos do desenvolvimento, como a estimulagdo precoce em
ambientes enriquecidos pode auxiliar o alcance e a manuten¢do do desenvolvimento

neuroldgico e psicomotor satisfatorios a sobrevivéncia.

7. CONCLUSOES

Os nossos resultados mostram que a HHCY severa cronica em roedores
prejudica o aprendizado, comprometendo a memdria espacial (avaliado pelo labirinto
aquatico de Morris) sem comprometer a memoria declarativa (avaliada pelo teste do
reconhecimento do novo objeto) e a motricidade (avaliada pelo teste da escada e campo
aberto). O EA melhora o aprendizado e a memoria espacial em animais controle e
tratados com HHCY severa. O EA melhora, ainda, a motricidade e a memoria de
reconhecimento do novo objeto tanto em controles quanto em ratos submetidos a
HHCY severa. A HHCY severa nao altera o ganho de peso corporal, contudo o EA
reduz o ganho de peso corporal, tanto em animais controle quanto em animais tratados

com HHCY severa.

8. PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos do enriquecimento ambiental sobre as alteragdes bioquimicas
em cérebro total e hipocampo de ratos Wistar submetidos ao modelo de HHCY severa,
sobre:

1. Imunocontetdo Sinapsina;
2. Contetdo proteico do BDNF;

3. Morfologia do encéfalo e imunohistoquimica.
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9. ANEXO

Foram avaliados também pardmetros bioquimicos (estresse oxidativo) no
hipocampo de ratos submetidos a HHCY severa e ao EA.

9.1 MATERIAIS E METODOS
9.1.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar com 06 dias de vida, provenientes do Biotério
Central do Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da
UFRGS. Os animais foram alojados em sala de colonia, com ciclo de iluminagao claro
escuro 12/12, em temperatura de (22 £ 1 © C) e livre acesso a dgua e ragdo comercial.
Para a realizacdo deste experimento foram seguidas regulamentagdes para o uso de
animais em pesquisa experimental no Brasil, Lei Arouca, (Lei Brasileira n® 11794/2008)
e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal, no Brasil
(CONCEA). Foram feitos todos os esforgos a fim de minimizar o nimero de animais
usados e seu sofrimento em nosso experimento. Este projeto foi aprovado pelo Comité
de FEtica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil

CEUA/UFRGS (n° 37811).

9.1.2 Desenho experimental

Os animais foram aleatoriamente divididos nos 4 grupos, previamente definidos
SALINA+AP, HCY+AP, SALINA+EA e HCY+EA. Ratos que receberam solucdo
salina e permaneceram em ambiente padrdo (SALINA+AP), ratos que receberam HCY
e permaneceram em ambiente padrao (HCY+AP), ratos que receberam solugdo salina e
foram expostos ao enriquecimento ambiental (SALINA+EA) e ratos que receberam
HCY e foram expostos ao enriquecimento ambiental (HCY+EA). Os grupos
(SALINA+AP) e (HCY+AP) permaneceram em ambiente padrdo durante todo o
experimento, enquanto os grupos (SALINA+EA) e (HCY+EA), a partir do 29° dia de
vida, foram alojados em gaiolas de dimensdes (80 X 60 X 60 cm), em ambiente
enriquecido, por um periodo de 30 dias. Apos esse periodo, todos os animais foram
eutanasiados para dissecagdo, separacdo e criopreservacao das amostras para a

realizagao dos testes bioquimicos (estresse oxidativo).
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FIGURA 1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

9.1.3 Hiper-homocisteinemia severa cronica

Os animais foram submetidos ao tratamento cronico severo com homocisteina mediante
a administracdo de HCY de 12/12 horas (respeitando um intervalo minimo de 8 horas
entre as administracdes), pela via subcutanea, do 6° ao 28° dia de vida. Os animais dos
grupos HCY receberam na primeira semana de tratamento uma dose correspondente a
0,3 umol HCY/g peso corporal, segunda semana a dose de 0,4 umol HCY g peso
corporal e na ultima semana a dose de 0,6 umol HCY/g peso corporal. Conforme o
padronizado por (STRECK et al., 2002), para atingir as concentragdes acima descritas,
cada animal recebeu 1 mL de solu¢do HCY por 100g de peso corporal, aplicadas no
dorso ou na nuca. Os animais do grupo controle receberam NaCl 0,9% (salina) em
volume semelhante aos do grupo HCY, durante o mesmo periodo (STRECK et al.,

2003).

9.1.4 Preparagdo das amostras

Para determinar os parametros de estresse oxidativo, o hipocampo foi homogeneizado
em 10 volumes (1:10, p/v) de 20 mM tampao fosfato de sodio, pH 7,4 contendo 140
mM KCI. Os homogenatos foram centrifugados a 3000 x RPM por 10 min a 4°C, para
descartar o nucleo e os detritos celulares. O pellet foi descartado e o sobrenadante
retirado para os ensaios bioquimicos. Os homogeneizados foram usados de animais

individuais, e eles nunca foram agrupados.

9.1.5 Determinacao dos niveis de espécies reativas - DCFH

A produgdo de espécies reativas foi medida de acordo com Lebel e colaboradores
(LeBel et al., 1992), método baseado na oxidagdo do reagente 2'7'- diclorofluoresceina
(DCFH). As amostras (60uL) foram incubadas por 30 min a 37°C, no escuro, com

240uL de solugao de diacetato de 2'7'- diclorofluoresceina (DCFDA) 100uM em placa
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de 96 pogos. O DCFDA ¢ clivado por esterases celulares ¢ o DCFH eventualmente
resultante ¢ oxidado por espécies reativas presentes nas amostras. A ultima reagdo
produz o composto fluorescente DCF que foi medido em 488 nm de excitagdao e 525 nm
de emissdo e os resultados foram representados por nmol DCF/mg proteinas. A

calibragdo da curva foi realizada com padrao de DCF purificado.

9.1.6 Enzimas antioxidantes

a) Determinagdo da atividade da superdxido dismutase
A atividade da SOD foi determinada de acordo com Marklund (1984). Esse método ¢
baseado na capacidade de auto-oxidagdo do pirogalol, um processo altamente
dependente de O2-, que ¢ substrato para a SOD. A inibicdo da auto-oxidagdo desse
composto ocorre na presen¢a da SOD, cuja atividade pode ser indiretamente medida em
espectrofotometro a 412nm. Uma inibi¢do de 50% da auto-oxidagdo do pirogalol ¢é
definida como uma unidade de SOD e a atividade especifica ¢ representada como

unidades de SOD/mg de proteina (MARKLUND; HAGGLOF, 1984).

b) Determinacao da atividade da catalase
A atividade da CAT foi determinada de acordo com Aebi (1984). Esse método ¢
baseado no desaparecimento de H202 a 240nm. Uma unidade de CAT ¢ definida como

um mmol de peroxido de hidrogénio consumido por minuto e a atividade especifica ¢é

calculada como unidades de CAT/mg de proteina (AEBI, 1987).

9.1.7 Determinagdo protéica
A determinacdo das proteinas totais foi realizada através do método colorimétrico de
Bradford (Bradford, 1976), de Lowry et al. (Lowry et al., 1951) ou de Peterson

(Peterson, 1977), utilizando albumina bovina como padrao.

9.1.8 Analise estatisticas

A andlise estatistica foi realizada pelos métodos estatisticos ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste multiplo de Tukey, com a finalidade de identificar possiveis
diferencas entre os grupos amostrados. Todas as analises foram realizadas através do
software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, LA Jolla, CA, EUA). As
diferencas foram consideradas significativas em * p < 0,05 e os resultados sdo expressos

como a média + desvio padrdo (DP).
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9.2 RESULTADOS

De forma complementar e preliminar foram avaliados parametros de estresse
oxidativo no hipocampo de ratos submetidos a HHCY severa e ao EA. Os parametros
mensurados foram a produ¢ao de DCF (pelo DCF formado), que mensura a quantidade
de espécies reativas presentes na amostra, as atividades da superéxido dismutase (SOD)
e da catalase (CAT), que sdo enzimas celulares que controlam a produgdo de espécies
reativas relacionadas ao oxigénio, e a razdo SOD/CAT como um indicativo de
efetividade enzimadtica frente as possiveis alteragdes no ambiente redox do hipocampo

dos ratos.
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Figura 2. Efeito da hiper-homocisteinemia (HHCY) severa e do enriquecimento
ambiental (EA) sobre o DCF formado (A), as atividades da superoxido dismutase
(SOD; B) e catalase (CAT; C) e sobre a razdo SOD/CAT (D) em hipocampo de ratos.
AP — Ambiente padrao, * p <0,05.

A ANOVA de duas vias mostrou que a HHCY severa aumentou os niveis de
DCF formado (Figura 2A) no hipocampo de ratos [F (1, 22) = 5,249, p < 0,05], e que, o
EA per se [F (1, 22)=0,1646, p > 0,05] ou ap6s a HHCY severa [F (1, 22) =2,263, p >

0,05] ndo alterou os niveis de DCF formado no hipocampo de ratos.

Quando avaliado em separado, o efeito da HHCY severa sobre os niveis de DCF
formado (Figura 2E), o teste ¢ de Student ndo demonstrou alteracdo nesse parametro

em hipocampo de ratos (t=0,5234, df=10, p > 0,05).

A ANOVA de duas vias mostrou que a HHCY severa ndo alterou a atividade da
superoxido dismutase (SOD, Figura 2B) no hipocampo de ratos [F (1, 20) = 0,001836,
p > 0,05], e que, o EA per se [F (1, 20) = 0,1796, p > 0,05] ou apds a HHCY severa [F
(1, 20) = 3,668, p = 0,07] ndo alterou a atividade da SOD no hipocampo de ratos.

Quando avaliado em separado, o efeito da HHCY severa sobre a atividade da
SOD (Figura 2F), o teste ¢+ de Student demonstrou reducdo nesse pardmetro em

hipocampo de ratos (t=2,371, df=9, p < 0,05).

A ANOVA de duas vias mostrou que a HHCY severa nao alterou a atividade da
catalase (CAT, Figura 2C) no hipocampo de ratos [F (1, 22) = 1,591, p > 0,05], e que, o
EA per se [F (1, 22) = 1,022, p > 0,05] ou apés a HHCY severa [F (1, 22) = 3,853, p =

0,06] ndo alterou a atividade da SOD no hipocampo de ratos.

Quando avaliado em separado, o efeito da HHCY severa sobre a atividade da
CAT (Figura 2G), o teste ¢ de Student demonstrou redugdo nesse parametro em

hipocampo de ratos (t=2,314, df=10, p < 0,05).

A ANOVA de duas vias mostrou que a HHCY severa ndo alterou a razao
SOD/CAT (Figura 2D) no hipocampo de ratos [F (1, 22) = 0,9875, p > 0,05], e que, o
EA per se [F (1, 22) = 0,7116, p > 0,05] ou ap6s a HHCY severa [F (1, 22) = 0,9347, p

> 0,05] ndo alteraram a atividade da SOD no hipocampo de ratos.
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Quando avaliado em separado, o efeito da HHCY severa sobre a razdo
SOD/CAT (Figura 2H), o teste ¢ de Student demonstrou ndo haver alteracdo nesse

parametro em hipocampo de ratos (t=1905, df=10, p = 0,08).

Os dados mostram que a HHCY severa aumenta o estresse oxidativo, apontado
pelo aumento dos niveis de DCF e ndo manuten¢do das atividades enzimaticas no
hipocampo de ratos (Figuras 2A, 2B, 2C e 2D). Aliado a isso, nossos resultados para a
HHCY, avaliados de forma isolada, corroboram com dados anteriores que mostram que
a HHCY aumenta estresse oxidativo, onde ha uma reducao de atividade das enzimas
SOD e CAT no hipocampo de ratos, sem, no entanto, haver alteracao nos niveis de DCF
formado, mostrando estar ocorrendo um desbalango oxidativo no hipocampo destes
ratos (Figuras 2E, 2F, 2G e 2H). Contudo, o EA ndo alterou pardmetros oxidativos no

hipocampo e nao se mostrou efetivo em proteger o hipocampo das alteracdes causadas pela

HHCY severa.
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