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Resumo

Introducdo. O Acidente vascular cerebral (AVC) é considerado a segunda causa de morte no
mundo e a terceira causa de incapacidade. Alguns fitoquimicos mostram potencial
neuroprotetor em pesquisas pré-clinicas através de mecanismos como pela agdo anti-
inflamatoéria como o composto a-humuleno (HUM), no qual os sistemas de liberacdao de
farmacos como as nanoparticulas demostram mais eficacia para passar pela barreira
hematoencefalica no tratamento de distirbios neurolégicos. A droga Sinvastatina (SNT),
utilizada na prevencdo de AVC é estudada como possivel neuroprotetor no AVC isquémico.
Objetivo. Investigar os efeitos de nanoparticulas contendo a-humuleno (NA) na lesdo
isquémica cerebral induzida por convulsdo por eletrochoque em ratos e analisar a recuperagao
funcional apds lesdo isquémica através de testes motores e comparar com os efeitos do uso
da droga sinvastatina. Método. A amostra foi composta de 30 ratos Wistar, separados em
trés grupos: grupo controle, tratados com NA e o grupo tratados com SNT. Os testes avaliaram
a capacidade funcional e motora, aprendizado e memdria. Resultados. Houve diferenca
significante entre os grupos. O tratamento com o NA apresentou melhores achados
comparados ao grupo SNT e o grupo controle, tanto na recuperagao da capacidade funcional
e motora nos testes de apreensdao e suspensao (p<0,001), como na capacidade de
aprendizado e memoéria pelo teste do LAM (p<0,001). Conclusdao. O potencial anti-
inflamatorio da administracdo oral de NA na neuroinflamagdo demonstrou melhorias, no qual
a SNT teve menores achados.

Unitermos. Acidente vascular cerebral isquémico; Alfa-humuleno; Nanoparticulas

Abstract

Inroduction. Stroke is considered the second leading cause of death worldwide and the third
leading cause of disability. Some phytochemicals show neuroprotective potential in preclinical
research through mechanisms such as anti-inflammatory action, including the compound a-
humulene (HUM). Drug delivery systems like nanoparticles have shown greater efficacy in
crossing the blood-brain barrier for the treatment of neurological disorders. The drug
Simvastatin (SNT), used in stroke prevention, is studied as a potential neuroprotector in
ischemic stroke. Objective. To investigate the effects of a-humulene-containing nanoparticles
(NA) on ischemic brain injury induced by electroshock seizures in rats and to analyze functional
recovery after ischemic injury through motor tests and compare with the effects of simvastatin.
Method. The sample consisted of 30 Wistar rats, divided into three groups: control group, the
group treated with NA, and the group treated with SNT. The tests evaluated functional and



motor capacity, learning, and memory. Results. There was signinificant difference among the
groups. The NA treatment showed better results compared to the SNT group and the control
group, both in functional and motor recovery in the grasp and suspension tests (p<0.001) and
in learning and memory capacity measured by the LAM test (p<0.001). Conclusion. The anti-
inflammatory potential of oral NA administration in neuroinflammation demonstrated
improvements, whereas SNT showed lower results.

Keywords. Ischemic stroke; Alpha Humulene; Nanoparticles

Resumen

Introduccion. El accidente vascular cerebral (AVC) se considera la segunda causa de muerte
en el mundo vy la tercera causa de incapacidad. Algunos fitoquimicos muestran un potencial
neuroprotector en investigaciones preclinicas a través de mecanismos como la accién
antiinflamatoria, como el compuesto a-humuleno (HUM), en el cual los sistemas de liberacion
de farmacos como las nanoparticulas demuestran mayor eficacia para atravesar la barrera
hematoencefalica en el tratamiento de trastornos neuroldgicos. El farmaco Sinvastatina (SNT),
utilizado en la prevencion de AVC, se estudia como posible neuroprotector en el AVC isquémico.
Objetivo. Investigar los efectos de nanoparticulas que contienen a-humuleno (NA) en la lesion
isquémica cerebral inducida por convulsion por electrochoque en ratas y analizar la
recuperacion funcional después de la lesion isquémica a través de pruebas motoras y comparar
con los efectos del uso del farmaco sinvastatina. Método. Hubo una diferencia significativa
entre los gruposLa muestra estuvo compuesta por 30 ratas Wistar, separadas en tres grupos:
el grupo control, el grupo tratado con NA y el grupo tratado con SNT. Las pruebas evaluaron
la capacidad funcional y motora, el aprendizaje y la memoria. Resultados. Hubo una
diferencia significativa entre los grupos. El tratamiento con NA presentdé mejores hallazgos
comparados con el grupo SNT y el grupo control, tanto en la recuperacion de la capacidad
funcional y motora en las pruebas de captura y suspension (p<0,001), como en la capacidad
de aprendizaje y memoria mediante la prueba de LAM (p<0,001). Conclusion. El potencial
antiinflamatorio de la administracion oral de NA en la neuroinflamacion demostré mejoras,
mientras que la SNT mostrd resultados inferiores.

Palabras clave. Accidente vascular cerebral isquémico; Alfa-humuleno; Nanoparticulas
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INTRODUCAO

Quando o suprimento de sangue é interrompido ou
reduzido para o tecido cerebral ocorre o AVC, sendo que o
isquémico tem origem pela oclusao das artérias cerebrais por
embolia ou trombos e é mais comum, sendo responsavel por
80% dos casos!. De acordo com a gravidade da diminuicdo
do fluxo sanguineo na area especifica do cérebro, a area
isquémica pode ser classificada como nucleo do infarto e
penumbra isquémica. No nucleo do infarto ocorre rapida na

morte celular. A drea da penumbra isquémica a reducao do
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fluxo sanguineo é menos grave, por causa da perfusdo de
vasos sanguineos colaterais. No cérebro isquémico, os
mecanismos de morte celular envolvidos estao o
desequilibrio idnico e excitotoxicidade, estresse
oxidativo/nitrosativo e a inflamagao?.

Sistemas de liberagdo de farmacos, como as
nanoparticulas poliméricas apresentam propriedades com
grande potencial para o transporte efetivo de drogas de
maneira nao invasiva3. A intervencdo com neuroprotetores
tem como objetivo preservar, recuperar e/ou regenerar o
sistema nervoso, interferindo positivamente na sequéncia de
danos causado pela isquemia*. O a-humuleno é um
sesquiterpeno monociclico tem apresentado diversas
propriedades  farmacoldgicas, alguns estudos tém
demonstrado o potencial anti-inflamatério do a-humuleno
através da inibicdo de diversos mediadores inflamatdrios®.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos de nanoparticulas contendo a-humuleno
na recuperacao funcional apds lesao isquémica e comparar

com os efeitos do uso da droga sinvastatina.

METODO
Amostra

Composta por 30 animais machos, da raca Rattus
Norvegicus, linhagem Wistar, pesando entre 200-250
gramas, que foram comprados do Biotério da Universidade
Estadual de Londrina e Maringa apds a aprovacao pelo

comité de ética no uso de animais.
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O guia institucional e nacional para o cuidado e uso dos
animais no laboratério foi seqguido. O projeto experimental
do presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA), da Universidade Estadual do Centro-

Oeste, sob o nUmero de protocolo 010/2022.

Procedimento
Formulagcdo e caracterizacgdo de nanoparticulas de alfa-
humuleno

As nanoparticulas foram produzidas pelo laboratério de
nanotecnologia da Universidade Estadual do Centro-Oeste -
UNICENTRO.

Preparagdo de nanoparticulas

Essas foram obtidas pelo método de precipitagao anti-
solvente, de acordo com a metodologia descrita nos estudos
anteriores® com modificacdes. Ocorrendo a coacervacao
complexa entre a nanoparticula de Zeina e a Quitosana.
Primeiramente o solvente original foi preparado dissolvendo
Zeina em etanol (87% v/v) com agitacdao (600rpm) a
temperatura ambiente (25°C) durante 3h para obter um
liguido transparente (20mg/mL). Apds a Quitosana foi
suspensa em acido acético (1% p/v) para fazer uma solucao
estoque anti-solvente. Em seguida, a quantidade de anti-
solvente (solucdo de Qs 1% p/v de acido acético) foi
dissolvida em uma quantidade de solvente original
(20mg/mL de solugdo de Zeina, 87% v/v etanol)

rapidamente sob agitacao (1500rpm) durante um minuto.

Rev Neurocienc 2024;32:1-28.



Em detalhe, a razao volumétrica de Zeina para Qs também
foi controlada (1:3, 1:6 e 1:9) de acordo com as variaveis
onde teremos os volumes de acordo com o planejamento
fatorial (1:3 [2,5mL:7,5mL], 1:6 [1,250 mL:8,75mL], 1:9
[1mL: 9mL].

Em segundo lugar, a suspensao foi colocada no
SpeedVac a 1300rpm/50°C durante 1h para evaporar o
etanol. Apds evaporacao, as suspensdes obtidas foram
centrifugadas a 3000g (5000rpm)/15°C durante 20 minutos

e o sobrenadante foi armazenado para posterior analises.

Diametro médio e distribuicdo de tamanho

O diametro médio e o indice de polidispersao (PDI) das
nanoparticulas foram determinados pela técnica de
espalhamento dinamico de Iluz (DLS) (BIC 90 Plus,
Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY). As
nanoparticulas foram dispersas em agua ultrapura
(1:200v/v) e colocadas em uma cubeta para analise. Todas
as medicbes foram realizadas com um angulo de
espalhamento de 90° a 25°C e um comprimento de onda do

laser de 659nm.

Zeta potencial

O potencial zeta foi determinado a partir da mobilidade
eletroforética das nanoparticulas suspensas. As amostras
foram diluidas (1:200v/v) em solucdao de 1mM de KCl e
colocadas em uma célula eletroforética a 25°C sob o
potencial de £150 mV (ZetaSizer ZS, Malvern, UK).
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Determinacéo da eficiéncia de encapsulamento (EE)

Para determinar a quantidade de a-Humuleno
encapsulado em nanoparticulas, foi aplicada uma analise
indireta. Uma aliguota do sobrenadante resultante da
ultracentrifugacao das nanoparticulas foi diluida em fase
movel, filtrada em membrana de 0,22um e analisada por
HPLC (Waters 2695-Alliance, Milford, EUA). A analise foi
realizada em triplicata. A fase moével era composta por
metanol, tampao fosfato pH6,8 e acetonitrila (63:30:7,
v/v/v) com vazao de 0,9mL/min. O detector de PDA foi

ajustado para 306nm.

Grupo experimental

Os animais foram divididos em trés grupos:

e Grupo controle Positivo: 10 animais com inducao de
convulsao por estimulador de corrente, sem tratamento.

e Grupo tratado com nanoparticulas de a-Humuleno: 10
animais com inducao de convulsao por estimulador de
corrente e tratados com 6pg de nanoparticulas de a-
Humuleno dissolvido em salina 0,9%, por gavagem a cada
24 horas.

e Grupo tratado com Sinvastatina: 10 animais com
indugao de convulsao por estimulador de corrente e tratados
com 6ug de sinvastatina dissolvido em salina 0,9%, por

gavagem a cada 24 horas.
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Local do estudo

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de
Neuroanatomia e  Neurofisiologia da  UNICENTRO,
Guarapuava-PR, onde foram mantidos o0s animais,
separados em grupos e alocados cinco animais por gaiola.
Os animais tiveram livre acesso a agua e comida,
permanecendo em jejum oito horas antes da cirurgia e com
restricao de agua quatro horas antes da cirurgia. Seguindo o
ciclo claro/escuro de 12 horas com temperatura ambiente de
23+10C.

Protocolo dos Procedimentos Cirdrgicos

Todos passaram por cirurgia estereotdxica para
implante de eletrodo, constituido por fio de cobre de 10mm
de comprimento. O local do implante foi determinado a partir
das coordenadas estereotaxicas: Antero-posterior (AP),
médio-lateral (ML) e dorso-ventral (DV), sendo: AP=0,72
mm, ML=-2,4mm e DV=5,8mm, obtidas com o atlas de
Paxinos e Watson’, tomando-se o bregma como referéncia,
estando as suturas lambdoide e bregmatica no mesmo plano
horizontal, a fim de causar lesao no brago anterior da capsula
interna do cérebro do animal.

Os animais sofreram anestesia intra-abdominal com
solugao na proporcao de 80mg/kg de Cloridrato de Cetamina
(frasco de 10ml) para 15mg/kg de Cloridrato de Xilazina
(frasco de 10ml) e levados a um aparelho estereotaxico
(modelo David Kopf, EUA), com suas cabecas ficaram fixadas

pelo conduto auditivo externo e incisivos superiores. Foi
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recortado parte do tecido sobrejacente ao cranio deixando a
calota craniana exposta e limpa com agua oxigenada a 2%,
desta forma o bregma foi localizado como ponto de
referéncia. Em seguida, o cranio foi perfurado com uma
broca odontoldgica de 2mm a fim de implantar o eletrodo na
calvaria 0ssea com finalidade de atingir a capsula interna.
Depois de implantados, os eletrodos foram fixados na
calvaria por uma proéotese de acrilico autopolimerizavel,
utilizando 0 Kit Resina Acrilica VIPIFLASH
Autopolimerizavel®. Os animais ficaram em repouso por
cinco dias e apods foram novamente anestesiados e
receberam uma passagem de corrente elétrica do
equipamento DC POWER SUPPLY MPS-3005 de 15mA
durante cinco segundos causando o AVC isquémico por

interrupgdao do aporte sanguineo e lesao neuronal.

Procedimento para utilizacdo de analgésicos
Apds o procedimento cirdrgico, os animais foram
separados e receberam tramadol 2mg/kg diluido em 0,2ml

de agua por 12/12h por gavagem.

Critérios de inclusdo

Escore neuroldgico: déficits neurolégicos foram
avaliados uma hora apds a cirurgia de acordo com a escala
modificada proposta por Bederson®. Apenas animais com
isquemia, que apresentaram indice 2 e/ou 3 de gravidade

foram incluidos no experimento.
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Procedimentos para realizacao dos Testes comportamentais

Os testes realizados visaram avaliar a capacidade
funcional, de aprendizagem, memdria, e a capacidade
motora dos animais, considerando etapas com animais
saudaveis, animais com disfuncdes resultantes de isquemia

cerebral, e animais tratados.

Teste de Apreensao

Com objetivo de avaliar a recuperacao funcional do
rato® foi realizado o teste de apreensao, utilizando uma
balancga digital multiuso portatil e uma grade confeccionada
de metal medindo 7x7cm, conectada a balanca. O
examinador manteve o animal suspenso pela cauda, sem
exercer forca. Os ratos sao treinados para agarrar com as
patas dianteiras a grade conectada a balanca eletronica
tarada. A forca exercida pelo animal foi registrada em
gramas pela balanca. O teste foi repetido trés vezes com

cada animal, realizando a média dos maiores valores.

Teste de Suspensdo

Em ambiente iluminado, livre de ruidos e com
temperatura controlada em 23£1°C, foi realizado o teste de
Suspensao, com finalidade de avaliar a coordenacao motora
funcional do animal e a resisténcia utilizando de uma barra
fixada na parede e um cronémetro progressivo digital. O
animal foi manualmente suspenso pelas patas dianteiras na

barra, sendo cronometrado o tempo que o animal
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permanecera suspenso. O teste foi repetido 3 vezes e foi

realizada média do tempo de suspensaol.

Protocolo de avaliacgo Campo aberto

Para anadlise do comportamento motor!!, o animal foi
colocado individualmente no centro da area de teste por um
periodo de cinco minutos, durante o0s quais os
comportamentos foram registrados por uma filmadora e
posteriormente analisados manualmente. Na analise foram
avaliados o niumero de elevacdoes e o congelar. O levantar
considera-se apenas 0 apoio sobre as patas traseiras. O
congelar foi considerado os momentos em que o animal

permaneceu estatico.

LAM

A aprendizagem espacial e a funcdo de memodria foram
determinadas através de uma versao especial do labirinto
aquatico. O teste foi descrito por Morris'?. O experimento foi
realizado em uma sala contendo uma iluminacao indireta. O
labirinto consiste em uma piscina circular simulada por uma
caixa de agua vedada e impermeabilizada na cor azul com
capacidade para 1000L.

A piscina foi dividida em quatro quadrantes imaginarios
idénticos. Onde, 2cm abaixo da agua e oculta da vista do
sujeito experimental, encontra-se uma plataforma de escape
de 12cm de didmetro. A dgua para realizacao do teste estava
turva e a superficie da plataforma é abrasiva para permitir

que o animal suba nela assim que a detectar.
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Cada animal treinou cinco vezes antes da cirurgia
experimental. Sendo que em cada tentativa para encontrar
o centro do labirinto o animal poderia demorar no maximo
cinco minutos, e caso nao o encontrasse foi indicado o
caminho ao mesmo. O aspecto observado foi a laténcia de

escape.

Memodria aversiva

Os ratos foram treinados na tarefa de medo
condicionado. Nesta tarefa utilizou uma cadmara de treino,
que consiste em uma caixa de aluminio (35x35x35cm) com
um piso feito de barras paralelas de aco inoxidavel
espacadas 0,8mm entre si. Esta caixa de treino situa-se
dentro de uma caixa maior, acusticamente isolada para
atenuar a interferéncia de sons externos. A pesquisa
contemporanea sobre aprendizagem tem como uma de suas
principais origens os estudos de Ivan Pavlov sobre as bases
bioldgicas da aprendizagem e memorials.

Os animais foram inicialmente submetidos a uma
sessao de treinamento individual na qual foram colocados
sobre a plataforma fixa no centro da caixa de esquiva
inibitéria para que explore a mesma. Quando desceram da
plataforma com as quatro patas sobre as barras de aco do
assoalho da caixa, receberam o choque de 0,5mA por dois
segundos os seguintes estimulos; som 2s; luz 5s e choque,

tornando um ciclo.
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Analise Estatistica

Os dados obtidos da analise estatistica foram dispostos
em planilhas, analisados com o auxilio do software SPSS
20.0. Nas analises, o nivel de significancia considerado foi de
p<0,05. Os dados foram expressos pela médiaterro padrao.
Para as analises nao paramétricas foi utilizado o teste de
Friedman (ANOVA) para medicoes repetidas. Para realizar
comparacoes multiplas dos dados ndo paramétricos, foi

utilizado o teste de Durbin-Conover.

RESULTADOS
Preparacao das nanoparticulas

Os resultados da preparacdao das nanoparticulas foram
demonstrados na Tabela 1. indicando o didametro médio, IP,

potencial Zeta e eficiéncia de encapsulagao.

Tabela 1. Caracterizacdo das nanoparticulas com alfa-humuleno.

Diametro médio P Potencial Zeta (mV) Eficiéncia de
(nm) encapsulagdo (%)
210,1+£3,1 0,090+0,037 +45,0+1,60 +64,0+1,93

Testes comportamentais
Os testes realizados visaram avaliar a capacidade
funcional, aprendizagem, memodria e a capacidade motora

dos animais, considerando etapas com animais saudaveis,
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animais com disfungdes resultantes de isquemia cerebral e

animais tratados.

Teste de apreensao

No teste de Friedman referente ao teste de apreensao,
foi encontrado o valor p<0,001. Esse resultado indica a
possibilidade da existéncia de diferencas significantes entre
0S grupos, sendo assim, rejeita-se a hipotese de que nao
houve diferencas na recuperagao dos animais pelo resultado
do teste de apreensao.

Na Figura 1 sao demonstrados os resultados das médias
e desvio padrao de cada grupo referentes ao teste de
apreensao, que teve como objetivo avaliar a recuperacao
funcional apds isquemia cerebral. Pela analise, observa-se
que o GNA14 apresentou maior média no teste funcional,
resultado em gramas, indicando melhores resultados e

recuperacao funcional.

Figura 1. Grafico da média e desvio padrdo do efeito da administracdo de NA e de
SNT no teste de apreensao, representado em gramas.
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Através das comparagdoes multiplas entre os grupos
(Durbin-Conover), foram encontradas diferencas
significantes entre os grupos GNAO e GNA14 (p<,001),
indicando melhora na funcionalidade dos ratos com isquemia
cerebral apds o tratamento com NA. O grupo tratado com
sinvastatina apresentou melhora apdés 14 dias, sem
diferencas significantes, porém com tendéncia a significancia
(p=0,07). Foi encontrado resultados significantes do GNA14
e do GS14 quando comparados ao grupo tratamento controle
(GC14), no qual o valor de p<,001 para ambos. Entretanto
o tratamento com NA teve diferencas significantes ao

tratamento com SNT com p=0,007.

Teste de suspensao

Esse teste foi utilizado com o objetivo de avaliar a forca
e coordenacdo através do registro do tempo de laténcia da
queda da barra pelos ratos. O resultado do teste foi
representado pela Figura 2, com médias e desvio padrdo de

cada grupo.

Figura 2. Grafico da média e desvio padrdo do efeito da administracdo de NA e de
SNT no teste de suspensao, representado em segundos.
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Através do teste de Friedman referente aos resultados
da realizacao do teste de suspensao, foi encontrado o valor
de <0,001. Mediante o teste Durbin-Conover, 0S grupos
GNA14 e GNAO demonstraram diferencas significantes com
p=0,010, indicando que ocorreu aumento no tempo que 0s
ratos conseguiram manter em suspensao. O GS14
evidenciou diminuicdo da média do tempo de suspensao
quando comparado ao GSO (p=0,06), resultados com
tendéncia a significancia.

O grupo tratado com NA exibiu resultados significantes
quando comparado ao GC14, com valor de p<0,001. Dessa
forma, os resultados encontrados demonstram que as NA
apresentaram beneficios na recuperacdao da forca e
coordenacao pelo teste de suspensao, no qual o

medicamento SNT demonstrou piora.

Campo aberto

Na Figura 3, sao apresentadas as médias e desvio
padrao para cada grupo, referentes ao resultado do teste
motor baseado no protocolo de avaliagao do campo aberto,
que avalia o numero de elevagdes do animal durante o teste.

Pelo teste de Friedman o valor de p<0,001. Através do
Durbin-Conover encontramos resultados significantes entre
0 GC14 e GNA14 (p<0,001).

Na Figura 4, sdao representados as médias e desvio
padrao para cada grupo, referentes ao resultado do teste
motor baseado no protocolo do Campo aberto avaliando o

comportamento de congelamento do animal. A analise do
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congelamento, consiste no tempo que o animal permanece

estatico (apds trés segundos sem movimento) no periodo de
cinco minutos.

Figura 3. Grafico da média e desvio padrdao do efeito da administracdo de NA e de

SNT no teste do Campo aberto, resultado representado pelo comportamento de
elevacdo do animal.
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Figura 4. Grafico da média e desvio padrdo do efeito da administracdo de NA e de

SNT no teste do Campo aberto, resultado representado pelo comportamento de
congelamento do animal.
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Pelo teste de Friedman o valor de p=0,028. Através do
Durbin-Conover encontramos resultados significantes
apenas entre o GSO e GCO, resultados esse sem grande
importancia para conclusdes. Portanto observamos que os
grupos nao apresentaram grandes diferengcas em relagao ao
presente comportamento.

A avaliacdo da atividade motora realizada através do
teste, no qual avaliou o congelamento dos ratos, o grupo de
animais com isquemia tratados com NA (GNA14 e GNAO)
exibiu pequena redugao do comportamento com p=0,97. No
entanto, o grupo controle apresentou o oposto, elevando de
maneira branda o comportamento de congelamento
(p=0,824).

Labirinto aquatico de Morris (LAM)

As médias e desvio padrao do tempo de laténcia de
escape para cada grupo estao representados na Figura 5, de
acordo com o teste aquatico baseado no principio do LAM.
Este teste teve como objetivo avaliar a aprendizagem
espacial e a memoria. Quanto menor o resultado, ou seja,
menor o tempo da laténcia de escape, mais rapido o rato
realizou o teste. O teste de Friedman apresentou valor de
p=0,001.

Entre os grupos tratados durante 14 dias, observa-se
na figura que o GNA14 apresentou menor média comparado
ao GC14 e GS14, exibindo melhores resultados, com
diferencas significativas com p<0,001 através do teste

Durbin-Conover. Também, o GNA14 apresentou resultados
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menores significativos ao GNAO. Assim, a ingestao de NA
resultou em melhores indices de aprendizado espacial e
memoaria, pois 0s animais realizaram o teste em menor

tempo.

Figura 5. Grafico da média e desvio padrdo do efeito da administragdo de NA e de
SNT no teste do labirinto aquatico de Morris, representado em segundos.
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Memoria Aversiva

Na Figura 6, os resultados do teste aversiva durante o
estimulo luminoso é representado no grafico. O objetivo do
teste foi avaliar o medo condicionado durante o estimulo da
luz através do comportamento de congelamento.

No teste de Friedman o valor de p<0,001 indicou nivel
de significancia. Através do Durbin-Conover encontramos
resultados significantes entre os grupos GC14 e GNA1l4
(0,002).
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Os grupos GSO e GNAO apresentaram as maiores
médias do tempo de congelamento quando comparados ao
GCO0. O GCO apresentou a menor média, porém é importante
ressaltar que o mesmo ja havia demonstrado o grupo com
menores resultados. Quando comparamos o GCO e GC14

ocorre um aumento no tempo de congelamento (Figura 6).

Figura 6. Grafico da média e desvio padrdo do efeito da administracdo de NA e de
SNT no teste da Aversiva, resultado representado pelo comportamento de
congelamento do animal em segundos, durante o estimulo luminoso.
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Entretanto, comparando os grupos pods-lesdo e
tratamento do NA e da SNT, observa-se que houve reducao
em ambos os grupos tratados, diferentemente do grupo
controle que ocorreu um aumento apds o tratamento, todos
sem diferencas significantes. Comparando os resultados do
tratamento do GNA14 com o GS14, nao encontramos
diferencas significantes (p=0,557), ou seja, os dois grupos

apresentaram diminuicao do tempo de congelamento, porém
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sem grandes diferencas. A partir dos resultados, 0s grupos
tratados com NA e sinvastatina apresentaram resultados nao
esperados, sendo inferiores ao grupo controle.

No teste aversiva, estimulo sonoro o valor de Friedman
foi de p=0,002. Através do Durbin-Conover encontramos
resultados significantes do GCO com o GSO0, GS14, GNAO e
GNA14, achado esse sem grande importancia (Figura 7).
Contudo, comparando o0os mesmos grupos aos tratados,
vemos que os grupos SNT e NA manterem seus resultados,
com leves aumentos, entretanto, o grupo controle apos o
tratamento aumentou de forma expressiva o tempo de
congelamento, com significancia (0,021) pelo teste de

comparacao multipla.

Figura 7. Grafico da média e desvio padrdo do efeito da administracdo de NA e de
SNT no teste da Aversiva, resultado representado pelo comportamento de
congelamento do animal em segundos, durante o estimulo sonoro.
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DISCUSSAO

Analisamos o efeito de nanoparticulas contendo HUM
como potencial efeito neuroprotetor no tratamento do AVC
isquémico experimental devido suas propriedades anti-
inflamatérias e o tratamento com a SNT, um farmaco do
grupo das estatinas, muito utilizado na prevencao do AVC.
As NA e a SNT 20mg foram administrados desde o momento
em que 0s animais acordaram da anestesia, a cada 24 horas
durante 14 dias, por gavagem sendo 6ug a dose diaria dos
compostos.

As nanoparticulas apresentaram tamanho médio de
210,1nm com PDI de 0,09. Nanoparticulas com diametros
médios menores que 300nm e PDI inferiores a 0,2, indicam
uniformidade e estabilidade boa de sistema coloidal4. A
homogeneidade da distribuicao do tamanho das
nanoparticulas se refere ao PDI, sendo que valores mais
baixos indicam uma distribuicdo mais uniforme!>. A analise
do potencial Zeta (+45,0mV) indicou estabilidade fisico-
quimico da solucdo coloidal, pois resultados superiores ou
iguais a 30mV evita a agregacgao ou floculacao?®. A eficiéncia
de encapsulacao foi de 64%, resultados inferiores a outro
estudo que apresentou encapsulamento de 80% do dleo
essencial de Piper nigrum em nanoparticulas biodegradaveis
com material de parede a poli-ecaprolactano e gelatina?’.
Sendo que os compostos naturais apesar de suas atividades
bioldgicas, apresentam limitacdo pela volatilidade e
degradacdo acelerada, assim para prolongar sua eficacia o

encapsulamento em nanoparticulas. A biodisponibilidade
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melhorada devido ao uso das nanoparticulas, age mais eficaz
contra a isquemia cerebral, potencializando a acao da
curcumina‘ls,

Foram aplicados o0s seguintes testes: apreensao,
suspensao, aversiva, campo aberto e LAM. De acordo com o
teste de Friedman, os resultados indicam a existéncia de
diferencas entre os grupos em todos os testes aqui
avaliados, sendo o valor significante, com valor p inferior a
0,05 é rejeitado a hipotese nula. Entretanto o teste nao
especifica onde estao as diferencas, dessa forma, foi
realizado o teste de comparacao multipla (Durbin-Conover),
para explicitar os resultados mais relevantes.

O teste campo aberto é utilizado para observar a
atividade exploratdria dos animais, avaliando a capacidade
motora. No presente estudo, foi analisado o congelamento e
as elevacoes dos animais submetidos ao teste. Os grupos
pos-tratamento com NA e SNT exibiram menores indices do
comportamento de congelamento, comparados aos
respectivos grupos pré-tratamento, apresentando resultados
parecidos, no qual o grupo SNT apresentou menor média e
consequentemente, melhor resultado. Diferentes resultados
foram observados no grupo controle, no qual ocorreu um
leve aumento do congelamento dos animais. Quanto maior
a ocorréncia do presente comportamento, maior indicativo
de ansiedade do animal, dessa forma, os animais com lesao
isquémica sem tratamento exibiram maior indice de
ansiedade comportamental e consequentemente pior

comportamento motor?t?,
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Através do comportamento de elevagbes e
deambulacdao o animal busca informagdes do ambiente
desconhecido, sendo um comportamento exploratério?®. Os
resultados do comportamento de elevagoes, os grupos pos-
tratamento evidenciaram um aumento deste
comportamento, sendo que o tratamento com NA exibiu os
melhores resultados indicando uma significante recuperacao.
No entanto, o grupo da SNT mostrou leve aumento, sem
indices significantes. Resultados semelhantes foram
observados em estudo com animais tratados com -
cariofileno demonstraram maior capacidade exploratoria,
passaram menos tempo imovel, visto que percorreram
maiores distancias com maior velocidade?!. Através dos
resultados do presente teste, as NA e a SNT demonstraram
resultados de melhorias no comportamento motor apds lesao
isquémica. Em um estudo semelhante foi constatado que
houve melhora no desempenho da memdria espacial pelos
ratos com e sem lesao por anoxia, sendo que os animais
saudaveis apresentaram resultados significantemente
melhores ao longo de 10 dias de teste, expresso por laténcias
menores?2. Os animais lesionados sem tratamento
apresentaram desempenho inferior da capacidade de
aprendizado, no qual mostram tempo de laténcia maiores em
comparagao aos animais controle.

No teste Aversiva, o comportamento do congelamento
pelo estimulo sonoro apresentou resultados semelhantes
entre os grupos, com excecao do tratamento controle, no

qual exibiu maior aumento do “congelamento”. Observamos
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que os grupos tratados com NA e SNT apresentaram minimo
aumento do congelamento sem diferencas significantes. No
entanto o0 grupo controle apresentou resultados
significativamente maiores apds 14 dias. Os resultados
apontam que a administracdao de nanoparticulas de HUM e
de SNT nao demostraram melhora na recuperacao da
aprendizagem, visto que maior tempo do comportamento do
congelamento indica maior aprendizado pelo presente teste.

O tempo do congelamento pode ser caracterizado pelo
aprendizado da associacdo do estimulo condicionado ao
incondicionado, no qual o congelamento € um complexo
padrao comportamental, que se constitui pela auséncia dos
movimentos com excecdo da respiragdao??. A experiéncia com
o choque elétrico ou com estimulos pareados com ele, como
os estimulos visuais, afetaria o processo exploratorio,
diminuindo sua intensidade. A suspensdo da atividade é uma
reacdo dos animais aos estimulos ambientais associados ao
choque, como o sinal sonoro e luminoso?3.

Em relacao ao mesmo comportamento estimulado pela
luz e choque, os grupos tratados com NA e SNT exibiram
uma reducdao na média do congelamento sem diferencas
significantes. Enquanto o grupo controle demonstrou um
aumento do comportamento de congelamento dos animais,
ainda que sem diferencas significantes. As NA e a SNT
apresentou uma redugcao do comportamento do
congelamento, mesmo que sem grandes diferencas.
Resultados semelhantes foram encontrados em estudo com

animais lesionados que nao tiveram sua capacidade
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associativa afetada, pois apresentaram pouca diferenca ao
grupo sem lesao, indicando menor tempo de
congelamento??. Sendo que o0 aumento deste
comportamento indica melhor capacidade associativa do
animal no teste aversiva.

No teste de apreensao, as NA apresentaram melhora
comparado ao mesmo grupo sem tratamento (p<0,001),
indicativo de melhora na recuperacao funcional em ratos com
isquemia. No grupo tratado com SNT houve um pequeno
aumento dos resultados (p=0,077) e o grupo controle
apresentou um minimo aumento. Em um estudo similar,
também foi observado melhora no comportamento motor de
ratos com déficits neuroldgicos induzidos pelo AVC através
do teste de apreensao pelo uso de LED 630nm comparados
ao controle*. Ja no estudo com as nanoparticulas
poliméricas de &cido retindico demonstraram resultados
positivos na recuperagao do cérebro isquémico, aumentando
a forca de preensao e reduzindo o volume do infarto?°.

O teste de suspensao foi desenvolvido para avaliar a
forca por meio da laténcia da queda'®. O tratamento com NA
apresentou maiores médias entre os grupos tratados com
diferencas expressivas no teste (0,010), indicando maior
tempo de suspensao e consequentemente maior forga
funcional. Entretanto, o grupo tratado com SNT levou a uma
diminuicdo importante da média do tempo de suspensdo
(p=0,060), evidenciando piora nos resultados. J& o grupo
controle apresentou resultados semelhantes, apontando que

a forca funcional se manteve. Ratos machos submetidos a
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hipoxia-isquémica neonatal apresentaram desempenho
inferior na varidvel laténcia de queda pelo teste de
suspensao e outra variavel que alterou o desempenho motor
dos ratos foi o tempo de lesao, no qual maior tempo de lesao

(22 e 42 dias) foi associado a maiores danos ao cérebro?®.

CONCLUSAO

Diante dos resultados, observa-se que o tratamento
com NA aplicado apds o AVC foi superior ao tratamento com
SNT e sem tratamento. As respostas aos testes com o
tratamento das NA indicam melhora na capacidade funcional,
motora e no aprendizado e memodria em modelo
experimental com ratos. Dessa forma, esses achados
apontam sua acao através das propriedades anti-
inflamatoria do composto alfa-humuleno, com
biodisponibilidade  melhorada devido ao uso de
nanoparticulas para potencializar a sua agao, interferindo de

forma benéfica na neuro inflamacdo cerebral isquémica.
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