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RESUMO

GEISS, Julia M. T. Efeito da luteina sobre o déficit de memoaria induzido por etanol
em ratos. 2016. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) —

Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Medianeira, PR, 2016.

A exposicado aguda, sub-crdnica ou cronica ao etanol esta envolvida com diversos
problemas que afetam o cérebro e o sistema nervoso central, provocando déficits de
aprendizagem e memoria de curto ou longo prazo. Compostos bioativos como
carotenoides, sdo novas opc¢les terapéuticas capazes de reduzir os déficits de
memoria e atuar na reducdo do risco de doencas e manutencdo da saude. Neste
sentido, a luteina, um carotenoide que contribui contra o estresse oxidativo, pode
atuar como uma droga capaz de modificar ou atenuar os danos neuronais e 0S
déficits de memaria induzidos por etanol. Assim, no presente estudo foi avaliado o
efeito da luteina sobre os déficits de memoria induzidos por etanol em ratos na
tarefa de reconhecimento de objetos. Os resultados encontrados demonstraram que
a administracéo de luteina (100 mg/kg) melhorou a memaria dos ratos na tarefa de
reconhecimento de objetos [F 34 = 7,13; p < 0,05], enquanto as doses de 15 ou 50
mg/kg ndo apresentaram efeito; a administragdo sub-cronica de etanol (3 g/kg)
causou déficit de memoria em ratos na tarefa de reconhecimento de objetos [F 37y =
3.06; p < 0.05]; e a de luteina (50 mg/kg) preveniu o déficit de meméria induzido pelo
etanol [F@ 39 = 7.64; p < 0.05]. Além disso, a administra¢éo de luteina, etanol e a
combinacdo luteina e etanol ndo alteraram os parametros de estresse oxidativo
avaliados no cértex e hipocampo. Sugerindo que a prevencao do déficit de memoaria
induzido por etanol ndo envolve estresse oxidativo no coértex e hipocampo. Assim,
baseado nos resultados obtidos, a luteina pode ser considerada uma alternativa no
tratamento dos déficits de memoria induzidos por etanol, entretanto, mais estudos

sao necessarios para avaliar o mecanismo envolvido neste efeito.

Palavras-chave: carotenoides, reconhecimento de objetos, déficit cognitivo,

estresse oxidativo, alcool.



ABSTRACT

GEISS, Julia M. T. Lutein prevents ethanol-induced memory deficit in rats. 2016. 101
f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) — Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Medianeira, PR, 2016.

The acute exposure, sub-acute or chronic is involved with various problems affecting
the brain and central nervous system, resulting in learning deficits and short or long-
term memory. Bioactive compounds such as carotenoids, are new therapeutic
options able to reduce memory deficits and act in reducing the risk of diseases and
health maintenance. In this sense, lutein, a carotenoid that contributes against
oxidative stress, can act as a drug able to modify or reduce neuronal damage and
memory deficits induced by ethanol. Thus, this study evaluated the effect of lutein on
memory deficits in rats induced by ethanol in the object recognition task. The results
showed that lutein administration (100 mg/kg) improved the memory of rats in the
recognition task objects [F(334) = 7.13; p < 0.05], while doses of 15 or 50 mg / kg
showed no effect; the sub-chronic administration of ethanol (3 g/kg) caused memory
deficit in rats recognition task objects [F(337) = 3.06; p < 0.05]; and lutein (50 mg/kg)
prevents the memory deficit induced by ethanol [F( 39) = 7.64; p < 0.05]. Furthermore,
lutein administration, ethanol and combination lutein and ethanol did not change the
parameters of oxidative stress evaluated in the cortex and hippocampus. This
suggests that the prevention of memory deficits induced by ethanol does not involve
oxidative stress in the cortex and hippocampus. Thus, based on the results obtained,
lutein may be considered an alternative in the treatment of memory deficits induced
by ethanol, however, more studies are needed to evaluate the mechanism involved in
this effect.

Key-words: carotenoids, object recognition, cognitive deficit, oxidative stress,

alcohol.
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1. INTRODUCAO

A intoxicacdo e a dependéncia pelo alcool € um dos maiores problemas de
saude publica. O alcool € uma das drogas mais utilizadas no mundo (SHER, 2006),
sendo que, em 2014 nos Estados Unidos, 87,6 % das pessoas relatam consumo de
alcool em algum momento de suas vidas e cerca de 16,3 milhdes de adultos
apresentaram algum transtorno decorrente deste uso (SAMHSA, 2014). O consumo
abusivo do etanol esta relacionado com o aumento do risco de doengas hepaticas
(MCCULLOUGH; O’SHEA; DASARATHY, 2011), disturbios neuropsiquiatricos
(RIVAS et al., 2013), doengas cardiovasculares, doencas digestivas e também com o
cancer (CORRAO et al., 2000).

Embora os efeitos ocorram, praticamente, em todos os tecidos e érgaos do
corpo, o cérebro é considerado um dos principais alvos do excesso de alcool no
organismo, podendo sofrer alteragbes estruturais, funcionais (HARPER;
MATSUMOTO, 2005; PFEFFERBAUM et al, 2010) e, em alguns casos,
neurodegeneragcao (CREWS et al., 2004; CREWS; NIXON, 2009; PASCUAL et al.,
2011).

Desta forma, a exposicdo excessiva ao etanol pode conduzir ao
comprometimento no aprendizado e memoéria (CIPPITIELI et al., 2010a; 2010b),
déficits na memodria de curto a longo prazo (PASCUAL et al.,, 2011) e déficits
neurocomportamentais de longa duragdo e comprometimento de processos
cognitivos, refletidos na tarefa de reconhecimento de objetos, durante a exposi¢cao
de etanol na juventude/adolescéncia de ratos (PASCUAL et al., 2007).

Por isso, considerando um aumento da prevaléncia de consumo excessivo de
alcool, nos ultimos anos, e que o controle ou proibicdo deste consumo é uma tarefa
dificil, evitar disfuncdes que prejudiguem atividades cotidianas, assim como, a
produtividade no trabalho ou nos estudos, torna-se importante.

Assim, estudos que contribuam para o desenvolvimento de tratamentos e
novas opc¢oes terapéuticas capazes de evitar, reduzir ou eliminar déficits de memoéria
induzidos por etanol, sendo eficazes, seguros, com baixo custo e que néo
apresentem efeitos colaterais, sdo de extrema importancia para a sociedade. Neste
sentido, evidéncias crescentes apontam para o importante papel dos compostos
bioativos, constituintes extranutricionais presentes, principalmente, nos alimentos de

origem vegetal, que atuam na manutencdo da saude e na redugdo do risco de
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doencas, sem o surgimento de efeitos colaterais como no caso de algumas drogas
farmacéuticas (ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007; KUSSMANN
et al., 2007; REIN et al., 2013).

Evidéncias demonstram que compostos bioativos encontrados nos alimentos,
como, carotenoides, vitaminas B, C, D e E, flavonoides, acidos graxos
polinsaturados, curcumina, piperina, entre outros, estdo sendo estudados como
alternativa para o tratamento de diversas doengas, como, o0 cancer,
cardiovasculares, neurodegenerativas (JOSEPH et al., 2009; KAUR, CHAUHAN;
SANDHIR, 2011; OBULESU; DOWLATHABAD; BRAMHACHARI, 2011; GILLETTE-
GUYONNET; SECHER; VELLAS, 2013; MI et al., 2013; GUTIERRES et al., 2012;
2014). Existem, aproximadamente, 700 carotenoides, divididos em dois grandes
grupos, os carotenos, que consistem em hidrocarbonetos puros, como o -caroteno
e licopeno; e as xantofilas, hidrocarbonetos que possuem grupos funcionais
oxigenados, como luteina e zeaxantina (SIES; STAHL, 2003).

Algumas linhas de evidéncias demonstram que a luteina € um dos
carotenoides envolvidos nos processos de aprendizado, memoria e prevengao de
doencgas neurodegenerativas. Primeiro, a suplementagdo ou o consumo de uma
dieta rica em fontes de luteina estdo associadas as baixas taxas de declinio
cognitivo decorrentes do envelhecimento (KANG; ASCHERIO; GRODSTEIN, 2005;
JOHNSON et al.,, 2008; KESSE-GUYOT et al., 2014). Segundo, a luteina é o
principal carotenoide encontrado no cérebro humano, com cerca de 30% da
concentracao total de carotenoides, além de apresentar capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica, com captacao preferencial sobre a maioria dos outros
carotenoides e correlagcao positiva entre os niveis do soro e do cérebro (CRAFT et
al., 2004; JOHNSON et al., 2013; VISHWANATHAN et al., 2014a). Terceiro, uma
melhora na fungc&o cognitiva esta associada com niveis aumentados de luteina no
cérebro (JOHNSON et al., 2013). Quarto, individuos com déficit cognitivo leve
(RINALDI et al., 2003; AKBARALY et al., 2007; JOHNSON et al., 2013) ou Doenca
de Alzheimer (RINALDI et al., 2003; WANG et al., 2008; KIKO et al., 2012; DIAS et
al., 2014) possuem niveis de luteina reduzidos no plasma e no cérebro, quando
comparados a individuos normais.

Assim, a luteina pode atuar como um alvo terapéutico no desenvolvimento de
drogas capazes de modificar a evolu¢do natural dos danos neuronais e déficits de

memoria induzidos por etanol, possibilitando identificar estratégias farmacoldgicas
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eficazes para esse tratamento. Portanto, a realizacdo deste trabalho é importante
para determinar os efeitos da luteina, um possivel candidato no tratamento dos

déficits de memoria induzidos por etanol.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da luteina sobre o déficit de memaria induzido por etanol em ratos

na tarefa de reconhecimento de objetos.

2.1.1. Objetivos especificos

- Induzir déficit de memdria pela administragao sub-crénica de etanol em ratos;

- Avaliar o efeito da luteina sobre a memoaria dos ratos;

- Avaliar o efeito da luteina sobre o déficit de memodria induzido pela
administragao sub-crénica de etanol em ratos;

- Avaliar os indicadores de estresse oxidativo induzido pela administragdo sub-

cronica de etanol e uma possivel prevengao deste efeito pela luteina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. MEMORIA

A memoria é caracterizada pela capacidade de armazenar e recordar
aprendizados anteriores, sendo o aprendizado a aquisicao de novas informacodes e
fatos obtidos através de experiéncias ouvidas ou vividas (IZQUIERDO, 2002).

A formacdo de uma nova memoéria depende de trés fases: a aquisicao,
quando uma informacao é adquirida, seguida pela consolidagcédo, armazenamento da
informacao, e por fim, a evocagao, quando a memoaria esta pronta para ser lembrada
(ABEL; LATTAL, 2001).

A memodria pode ser classificada de diferentes formas, principalmente, quanto
ao tempo de duragao e ao conteudo. Quanto ao tempo de duragao existe a memoria
imediata, de curta e de longa duragdo. A memdria imediata, também chamada
memoria de trabalho, mantém as informagdes por apenas alguns segundos, nao
deixando tragos ou produzindo arquivos, como por exemplo, a capacidade de repetir
corretamente seis ou sete digitos (KAUSHALL; ZETIN; SQUIRE, 1981). A memoria
de curta duragdo € mantida por minutos ou poucas horas, enquanto a memoria de
longa duragao é armazenada por um periodo maior, permanecendo por meses, anos
ou até pela vida inteira. As memorias de longa duragdo ndo sao processadas
instantaneamente, necessitando serem consolidadas ao longo do tempo apds o
aprendizado (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2000; MCGAUGH, 2000;
IZQUIERDO, 2002; SQUIRE; KANDEL, 2003; RANGANATH; BLUMENFELD, 2005).

Além disso, de acordo com o conteudo, existem dois diferentes tipos de
memoria: declarativa e ndo declarativa (Figura 1). A memdria declarativa, também
chamada de memdria explicita, € evocada de maneira consciente, podendo ser
verbalizada. Esta memdria pode ser subdividida em duas categorias: episddica,
memoria para acontecimentos que ocorreram em nossa vida, como uma viagem ou
uma festa; e seméntica, memodria para o conhecimento geral, ndo ligada a um
evento especifico, mas sim ligada a conhecimentos de palavras e seu uso, objetos,
conceitos e fatos (DALLA BARBA et al., 1998), como por exemplo o conhecimento

sobre o mundo (TULVING, 1983). A memoaria ndo declarativa ou implicita € evocada
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de maneira inconsciente, ndo podendo ser verbalizada. Nesta categoria esta incluida
a memoria de procedimento, relacionada com habitos, habilidades motoras e
comportamentos, como andar de bicicleta ou dirigir um automoével (SQUIRE; ZOLA-
MORGAN, 1988; SQUIRE; KNOWLTON; MUSEN, 1993; SQUIRE; ZOLA-MORGAN,
1996; STICKGOLD, 2005).

Em geral, a memoria declarativa é frequentemente formada, necessitando
poucas exposi¢cdes ao aprendizado, mas instavel, podendo ser esquecida, enquanto,
a formagdo da memoédria ndo declarativa requer repeticdo e pratica durante um
periodo mais longo, mas costuma ser mais duradoura (PEIGNEUX et al., 2001;
WIXTED, 2004).

Memdria Declarativa Meméria Ndo-declarativa

(lobo tempeoral, diencéfala)
N

s -~ N,
- |

d “ Condicionamento clissico
e , g
5,
Fatos Eventos Memédria de procedimento  Musculatura

R R (habilidades e habitos) esquelitica Respostas emocionais
R : E 2 Corpo estriado Cerebelo Amigdala

Hﬁ’! L :

(&0

L%

Figura 1 - Classificagao da meméria.

Fonte: Bear, Connors e Paradiso (2002).

3.1.1. Hipocampo e cértex

O cortex cerebral e o hipocampo sao estruturas de grande importancia para
os processos de aprendizado e formagao da memoria (SCOVILLE; MILNER, 1957;
BREWER et al.,, 1998; WAGNER et al., 1998; BOHBOT, ALLEN; NADEL, 2000;
YONELINAS, 2002). O cortex cerebral (palavra derivada do latim: cortex = casca) é
a camada mais externa do cérebro dos vertebrados e pode ser dividido em quatro
areas chamadas de lobos cerebrais, possuindo cada uma, fungdes diferenciadas e

especializadas. O lobo frontal esta localizado na porcédo anterior do cérebro; o lobo
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occipital, na porgao posterior; o lobo parietal, na parte superior central; e os lobos
temporais, nas regides laterais do cérebro (ALLMAN, 2000; AL-CHALABI; TURNER;
DELAMONT, 2006; MARTIN; KESSLER, 2015).

Na regidao do lobo temporal estdo localizadas estruturas como cortex para-
hipocampal, cortex perirrinal e cortex entorrinal, além do hipocampo (Figura 2a)
(EICHENBAUM, YONELINAS; RANGANATH, 2007). O hipocampo, nome derivado
do formato curvado semelhante a um cavalo-marinho (do grego: hippos = cavalo,
kampi = curva), € formado por duas camadas de neurdnios, dobradas uma sobre a
outra, sendo uma chamada de giro denteado e a outra de corno de Amon, esta
ultima apresentando trés divisbes: CA1, CA2 e CA3 (MILLER; O’'CALLAGHAN,
2005). O cortex entorrinal e o hipocampo sao estruturas interconectadas, sendo que
a grande via de entrada de informagdes no hipocampo € o coértex entorrinal, que
envia as informagdes por meio de um feixe de axénios, chamado via perforante.
Estes axOnios estabelecem sinapses em neurbnios do giro denteado e
posteriormente no corno de Amon, como mostra a Figura 2b (BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2002; WATTS; THOMSON, 2005; BURKE; BARNES, 2010). Sendo que
o cortex entorrinal recebe fibras de vias sensoriais, de praticamente todo o cértex
cerebral (THINUS-BLANC, 1996; AMARAL; SCHARFMAN; LAVENEX, 2007;
EICHENBAUM, YONELINAS; RANGANATH, 2007).

De fato, o hipocampo possui grande importancia para a formacgao da
memoria, uma vez que manipulagdes farmacoldgicas e bioquimicas nestas areas
alteram a memoria em diferentes tarefas (MORRIS, 1989; IZQUIERDO; MEDINA,
1995; BERNABEU et al.,, 1996; AGGLETON et al., 2000; RUBIN et al., 2000;
BERLESE et al., 2005; GUERRA et al., 2006; BONINI et al., 2011; KORNISIUK et al.,
2011, GUERRA et al., 2011; 2012). Além disso, evidéncias mostram que ratos com
lesbes no hipocampo apresentam um prejuizo no aprendizado espacial
(BROADBENT; SQUIRE; CLARK, 2004; GOODRICH-HUNSAKER et al., 2010;
GOODRICH-HUNSAKER; HOPKINS, 2010).


https://play.google.com/store/books/author?id=Suzanne+Tink+Martin
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Figura 2 - Estruturas do lobo temporal (hipocampo e cértex) envolvidas na formagao
da meméria: a) O cérebro seccionado coronalmente para mostrar o hipocampo e o
céortex no lobo temporal. b) Representacdao esquematica do hipocampo e seus
microcircuitos. CA: corno de Amon; DG: giro denteado.

Fonte: Adaptado de Bear, Connors e Paradis (2002).

Fonte: Adaptado de University of Bristol, Centre for Synaptic Plasticity. Disponivel em:

<www.bristol.ac.uk/synaptic/pathways/>.
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3.2. ETANOL

A intoxicagao e a dependéncia pelo alcool € um dos maiores problemas de
saude publica. O alcool € uma das drogas mais utilizadas no mundo (SHER, 2006),
sendo que, em 2014 nos Estados Unidos, 87,6 % das pessoas relatam consumo de
alcool em algum momento de suas vidas e cerca de 16,3 milhdes de adultos
apresentaram algum transtorno decorrente deste uso (SAMHSA, 2014). Tanto a
dependéncia, como o consumo excessivo do alcool podem favorecer uma ampla
gama de problemas médicos, psicoldgicos, sociais, pessoais e econémicos (GRANT
et al., 2004; REHM et al., 2009), tornando-se a quarta causa de morte nos Estados
Unidos (STAHRE et al., 2014). Por exemplo, estas desordens relacionadas ao alcool
afetam 18 milhdes de americanos, com 79.000 mortes a cada ano (BOUCHERY et
al., 2011) e um custo superior de 220 bilhdes de ddlares por ano a economia do pais
com cuidados médicos e/ou perda de produtividade (HASIN et al.,, 2007;
BOUCHERY et al., 2011).

O etanol é uma substancia psicoativa depressora do sistema nervoso central
(CROCE; CROCE JUNIOR, 2012) e a maior parte ingerida & metabolizado no figado
pela enzima ADH citosdlica para acetaldeido, que é oxidado pela ALDH mitocondrial
em acetato (LIEBER, 2004). O etanol também pode ser metabolizado pelo citocromo
P450, isoforma CYP2E1 (induzido durante o abuso crénico do alcool) e pela CAT
peroximal em acetaldeido em ambos o figado e pulmao (BERNSTEIN; BASILIO;
MARTINEZ, 1990; RIKANS; GONZALEZ, 1990; YIN et al., 1992; JONES, 1995).

Existem diferentes formas de quantificar o consumo excessivo de alcool,
desde o volume ingerido, que varia de cinco bebidas alcodlicas em uma unica
ocasiao para homens e quatro para as mulheres, em cerca de 2 horas, até a
concentragéo de alcool no sangue. Parametro definido, como qualquer momento em
que se atinge um pico de alcool no sangue de 0,08% (NIAAA, 2004).

Existem diferentes formas de exposi¢cao ao etanol, como a forma aguda, que
refere-se a uma sobredosagem unica (BENNETT, CHEREK; SPIGA, 1993;
SCHMIDT; DALHOFF; POULSEN, 2002; INEU et al.,, 2008; 2013; REYNOLDS,
RICHARDS, WIT, 2006; ZOETHOUT et al., 2011), sub-cronica, caracterizada pela
exposicao repetida por um periodo de aproximadamente 7 dias (SCHMIDT;
DALHOFF; POULSEN, 2002) ou crénica, exposi¢cdes continuas por longos periodos
(BENNETT; CHEREK; SPIGA, 1993; SCHMIDT; DALHOFF; POULSEN, 2002).
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A maioria das pessoas consome alcool para atenuar os estados emocionais
negativos, como ansiedade, tensdo e estresse e aumentar os positivos como
relaxamento e euforia (COOPER et al., 1995; KASSEL; JACKSON; UNROD, 2000;
KASSEL et al., 2007).

Os efeitos da intoxicacdo alcodlica se manifestam de acordo com os niveis
sanguineos, uma concentragdo de 0,1 a 0,3 g/L provoca leve euforia, relaxamento e
alteracao das fungdes visuais e motoras, concentragdes de 0,4 a 0,6 g/L provocam
taquicardia e diminuicdo de fungdes cerebrais, em 0,6 a 1 g/L ocorre depressao,
problemas de coordenacéo e forga muscular, quando atinge uma concentragdo igual
ou superior a 4 g/L, ocorrem dificuldades respiratorias e até a morte (GLOBAL
ROAD SAFETY PARTNERSHIP, 2007).

O consumo inicial de alcool é fortemente influenciado por fatores sociais
(KOHNKE, 2008), sendo que a utilizagdo leve ou moderada pode até proporcionar
efeitos benéficos (WANNAMETHEE et al., 2002; MUKAMAL et al., 2003; 2005;
PATRA et al., 2010), entretanto, o abuso, o qual algumas evidéncias demonstram
estar associado a fatores genéticos (BUSCEMI; TURCHI, 2011; KIMURA; HIGUCHI,
2011; PAN et al., 2013), pode afetar diversos sistemas do corpo, ocasionando uma
variedade de comorbidades (HEFFERNAN, 2008; ZORUMSKI; MENNERICK;
IZUMI, 2014). Entre os principais problemas, estad o aumento do risco de doengas
hepaticas (MCCULLOUGH; O’'SHEA; DASARATHY, 2011), disturbios
neuropsiquiatricos (RIVAS et al.,, 2013), doencas cardiovasculares, doencas
digestivas e também o cancer (CORRAO et al., 2000).

Embora os efeitos ocorram, praticamente, em todos os tecidos e 6rgaos do
corpo, o cérebro é considerado um dos principais alvos do excesso de alcool no
organismo, podendo sofrer alteragcbes estruturais, funcionais (HARPER;
MATSUMOTO, 2005; PFEFFERBAUM et al, 2010) e, em alguns casos,
neurodegeneragdo (CREWS et al., 2004; CREWS; NIXON, 2009; PASCUAL et al.,
2011), alterando a atividade de canais ibnicos, receptores e enzimas, contribuindo
para reducado da fungéo e plasticidade sinaptica (HARRIS, 1999; VENGELIENE et
al., 2008; ZORUMSKI; MENNERICK; 1ZUMI, 2014).

Nesse sentido, a administracdo de etanol em diferentes doses (2-15 g/kg)
aumenta a morte neuronal em regides especificas do cérebro, como hipocampo e
cortex entorrinal (ZOU et al., 1996; COLLINS; CORSO; NEAFSEY, 1996;
OBERNIER; BOULDIN; CREWS, 2002; CIPPITIELI et al., 2010a; 2010b; BADSHAH
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et al., 2014). A morte neuronal apds administragdo de etanol pode ser determinada
pela ativagdo da cascata de caspase 3 e 9 (DAS; MUKHERJEE; VASUDEVAN,
2011; ULLAH et al.,, 2011; BADSHAH et al., 2014), proteases de cisteina,
consideradas as principais causadoras da apoptose (RUPINDER; GURPREET;
MANJEET, 2007).

3.2.1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condig¢ao biolégica caracterizada por um aumento
na producado de espécies reativas e a incapacidade dos tecidos de neutraliza-las
através do sistema de defesa antioxidante, causando um desequilibrio entre
producao e remocgao (NIZUMA et al.,, 2010). O aumento da producédo destas
especies reativas resulta em um dano oxidativo de biomoléculas, como lipidios de
membranas, proteinas e DNA (ZHONG et al., 2009).

As espécies reativas sdo atomos, moléculas ou ions que possuem alta
reatividade devido a sua instabilidade, podendo ser classificadas, principalmente, em
EROs e espécies reativas de nitrogénio (CHEESEMAN; SLATER, 1993). As
espécies reativas, derivadas do oxigénio ou nitrogénio, incluem as espécies
radicalares (radicais livres) e as nao radicalares (FINKEL; HOLBROOK, 2000;
VISIOLI; KEANEY; HALLIWELL, 2000). Os radicais livres sao atomos ou moléculas
que possuem um ou mais elétrons desemparelhados no orbital externo, favorecendo
transferéncia de elétrons com moléculas vizinhas, promovendo uma alta reatividade.
Alguns exemplos sdo: O,, OH’, NO’, ROO" e O, (KOPPENOL, 2000; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; STEINBRENNER; SIES, 2009). Os compostos nao
radicalares, H,O,, HOCI, O; e '0,, n3o possuem elétrons livres, sendo menos
instaveis que os radicais livres (GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2001;
HALLIWELL, 2001; STEINBRENNER; SIES, 2009).

As EROs sao naturalmente produzidas pelo metabolismo dos seres vivos,
sendo as mitocondrias a maior fonte endégena. A formagao ocorre, principalmente,
na cadeia respiratdria, quando durante o transporte de elétrons sdo geradas formas
parcialmente reduzidas de O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; FISKUM et al.,
2004; STEINBRENNER; SIES, 2009). E estimado que cerca de 2-3% do oxigénio
consumido na cadeia respiratéria seja convertido em EROs. O O;" é o mais

comumente gerado, a partir de elétrons que escapam da cadeia transportadora nas
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mitocdndrias e reduzem o O, presente nas células, podendo posteriormente originar
outras espécies reativas (HALLIWELL; ARUOMA, 1993; O'NEILL; FIELDEN, 1993;
WILLIAMS et al., 2004). Fatores externos, como a radiacdo UV, tabagismo,
poluentes, drogas, dietas excessivamente caloricas, alcool, pesticidas, podem
induzir a formagdo de espécies reativas (BAGCHI; PURI, 1998; EBADI, 2001;
STEINBRENNER; SIES, 2009; WU; CEDERBAUM, 2009; GUTIERRES et al., 2012).
A producao fisioldgica de EROs é um processo indispensavel, com
importantes fungdes bioldgicas, atuando, por exemplo, como mensageiros de
sinalizagdo ou no combate de corpos estranhos durante processos inflamatorios,
entretanto, a produgdo excessiva causadora dos danos oxidativos, deve ser
prevenida ou neutralizada pelo organismo (POLI et al., 2004). A produgao excessiva
de EROs esta ligada ao surgimento de algumas doengas, como cardiovasculares e o
cancer, além de causar a morte celular e anormalidades morfolégicas no cérebro,
que podem provocar varias doengas neurodegenerativas, como Alzheimer,
Parkinson, Huntington e Esclerose Lateral Amiotréfica (MARLIN et al., 2002; RAO;
BHARANI; PALLAVI, 2006; TRUSHINA; MCMURRAY, 2007; REDDY, 2008).

Entretanto, existe o sistema antioxidante, um mecanismo de defesa, que pode
ser do tipo enzimatico ou ndo enzimatico (DURAK et al., 2010). Os antioxidantes n&o
enzimaticos, que incluem compostos sintetizados pelo organismo, como bilirrubina,
ceruloplasmina, acido urico e elementos obtidos da dieta, como tocoferol, vitamina E
e C, e também o NPSH, tem a capacidade de sequestrar elétrons nao emparelhados
dos radicais livres, prevenindo o estresse oxidativo (MCCALL; FREI, 1999; GILGUN-
SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2001; DURAK et al., 2010). Os antioxidantes
enzimaticos incluem as enzimas SOD, CAT e GPx (DURAK et al., 2010). Os
antioxidantes neutralizam as EROS e outros tipos de radicais livres, possuindo um
papel importante na defesa contra o estresse oxidativo (PUNEET et al., 2007).

Entre os muitos fatores que podem induzir ao estresse oxidativo, a exposicao
aguda ou crdnica de etanol € descrita aumentar a producao de espécies reativas e
diminuir as defesas antioxidantes (CALABRESE et al., 2000; INEU et al., 2008;
2013; WU; CEDERBAUM, 2003).

Um aumento na produgcdo de EROs e consequente estresse oxidativo
induzido pelo alcool envolve, principalmente, alteragdes na proporcdo do
NAD*/NADH nas células, pois a enzima ADH converte o etanol em acetaldeido, que

€ téxico e reativo para a molécula, o ALDH converte o acetaldeido em acetato e
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assim, cada uma dessas reacdes conduz a formagao de uma molécula de NADH,
provocando a intensa atividade da cadeia respiratoria (WU; CEDERBAUM, 2009).
Além disso, o alcool induz o citocromo P450 (isoforma CYP2E1) (HAORAH et al.,
2008), gerando o radical superéxido e o peroxido de hidrogénio (KESSOVA;
CEDERBAUM, 2003).

Assim sendo, o etanol conduz a formacdo das espécies reativas em
diferentes areas do cérebro, causando danos em células e alteragbes em
macromoléculas, como proteinas, DNA e membranas lipidicas (HALLIWELL, 2006;
NAZIROGLU, 2009). Neste sentido, evidéncias demonstram que a inalacdo de
etanol (1,6 g/kg) por 12 semanas (DAS; MUKHERJEE, 2010) ou administragéo
aguda (70%, 2 mL/kg) por via oral (IBRAHIM et al., 2012), aumentam a peroxidagao
lipidica. A administracdo intragastrica de etanol (13 g/kg), por 45 dias, também
resulta em estresse oxidativo detectado pelo acumulo hepatico de MDA e 4-
hidroxinonenal (RONIS et al., 2005).

Somando-se a isso, 0 alcool também reduz os niveis dos antioxidantes, que
podem eliminar as EROs (SERGENT et al., 2001). Assim, seguindo uma intoxicagao
por etanol, o equilibrio entre os antioxidantes e os prooxidantes encontra-se
perturbado, resultando no dano celular (SERGENT et al., 2001). Neste sentido, a
inalagdo de etanol (1,6 g/kg) por 12 semanas (DAS; MUKHERJEE, 2010) ou
administragcao aguda (70%, 2 mL/kg) por via oral (IBRAHIM et al., 2012), induzem
significativa diminuicdo de enzimas antioxidantes como, SOD, CAT e GPx.

Além disso, tem sido demonstrado que o abuso no consumo de alcool induz a
processos neuroinflamatérios, um mecanismo que culmina em progressivo dano
neuronal (CHOI; AID; BOSETTI, 2009; JACOBS; TAVITIAN, 2012). O consumo de
alcool é capaz de rapidamente aumentar a atividade do NF-kB (BENJAMINS et al.,
2011), provocando uma produgao excessiva de mediadores inflamatérios no cérebro,
como, COX-2, iINOS e citocinas interleucina-13, interleucina-6 (VALLES et al., 2004;
BLANCO et al., 2005; ZHAO et al.,, 2013; YANG et al.,, 2014). Estes processos
inflamatoérios podem provocar uma possivel neurodegeneragéo (BLANCO; GUERRI,
2007), desencadeada pela liberagdo de citocinas e EROs (VALLES et al., 2004; QIN
et al., 2008; ZOU; CREWS, 2010).

3.2.2. Déficit de memoria induzido por etanol
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Entre as varias consequéncias que podem ocorrer devido a exposicao
excessiva ao etanol e provaveis alteragbes no cérebro estdo os déficits cognitivos,
de aprendizagem e de memodria de curto ou longo prazo (SIRCAR; SIRCAR, 2005;
PASCUAL et al., 2007), podendo, em alguns casos, ocorrer a "deméncia alcodlica"
caracterizada pela deficiéncia persistente na memaoria (OSLIN et al., 1998; OSLIN;
CARY, 2003). Modificagbes neuropatoldgicas e comportamentais observados em
humanos com excessiva exposi¢gao ao alcool tém sido utilizadas em modelos
animais (OBERNIER et al., 2002; MITRIRATTANAKUL et al., 2007; FAINGOLD,
2008; STEPHENS; DUKA, 2008). De fato, evidéncias demonstram que lesdes
cerebrais e déficit de memoria estdo relacionados com a exposigdo ao alcool em
humanos (JARVENPAA et al., 2005; SULLIVAN; PFEFFERBAUM, 2005;
BERESFORD et al., 2006) ou animais (PASCUAL et al., 2007; CACACE et al., 2011;
ROBINSON et al., 2012).

Os déficits de aprendizado e memdéria podem ocorrer a partir de diferentes
formas de exposi¢cao ao etanol, como aguda (RYABININ; MILLER; DURRANT, 2002;
NOVIER et al., 2013), sub-crénica (CIPPITELLI et al., 2010a; 2010b; KUZMIN et al.,
2012) ou crénica (FARR et al., 2005; GARCIA-MORENO; CIMADEVILLA, 2012).
Neste sentido, a administragdo intraperitoneal de etanol (1,5-2,5 g/kg) diariamente
antes do treino (WRIGHT et al., 2003) ou em dosagem unica (ACHESON; ROSS;
SWARTZWELDER, 2001) prejudica a aquisigao da memoria espacial em ratos. Além
disso, a administracao intragastrica de etanol (2-15 g/kg) durante 4 (OBERNIER et
al., 2002; CIPPITIELI et al., 2010b), 6 (KUZMIN et al., 2012) ou 7 dias (GOMEZ et
al., 2013) causam significativos déficits de aprendizado e meméria.

Contudo, existem estudos que evidenciam os efeitos dos antioxidantes
durante a neurotoxidade induzida pelo alcool (RAGHAVENDRA; KULKARNI, 2001;
SPONG et al., 2001; SILER-MARSIGLIO, SHAW; HEATON, 2004).

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento na prevaléncia do consumo de alcool,
e muitas pessoas normalmente consomem de forma aguda (em dose elevada), sub-
crOnica ou cronica, podendo apresentar prejuizo de aprendizado e memoria.
Portanto, evitar disfungbes que prejudiquem atividades cotidianas, assim como, a
produtividade no trabalho ou nos estudos, torna-se importante.

Assim, estudos que contribuam para o desenvolvimento de tratamentos e
novas opgodes terapéuticas capazes de evitar, reduzir ou eliminar déficits de memoria

induzidos por etanol, sendo eficazes, seguros, com baixo custo e que nao
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apresentem efeitos colaterais, sdo de grande relevancia para a sociedade.

3.3. CAROTENOIDES

Evidéncias crescentes apontam para o importante papel dos compostos
bioativos, constituintes extranutricionais presentes, principalmente, nos alimentos de
origem vegetal, que atuam na manutengdo da saude e na redugdo do risco de
doencas, sem o surgimento de efeitos colaterais como no caso de algumas drogas
farmacéuticas (ESPIN et al., 2007; KUSSMANN et al., 2007; REIN et al., 2013).
Estudos demonstram que compostos bioativos encontrados nos alimentos, como
vitaminas B, C, D e E, flavonoides, acidos graxos polinsaturados, curcumina,
piperina, entre outros, estdo sendo avaliados como alternativa para o tratamento de
diversas doencas, dentre elas, o cancer, cardiovasculares, neurodegenerativas
(JOSEPH et al, 2009; KAUR, CHAUHAN; SANDHIR, 2011; OBULESU;
DOWLATHABAD; BRAMHACHARI, 2011; GILLETTE-GUYONNET; SECHER;
VELLAS, 2013; Ml et al., 2013; GUTIERRES et al., 2012; 2014).

Neste sentido, os carotenoides demonstram efeitos benéficos para saude
humana, com a redugcdo do risco de doengas, como as gastrointestinais,
cardiovasculares, obesidade, diabetes e cancer (GIOVANNUCCI, 2002; RAO; RAO,
2007; GALLICCHIO et al., 2008). Muitas dessas doengas podem ser prevenidas
devido as propriedades antioxidantes dos carotenoides, que permite o combate aos
radicais livres, como EROS, desenvolvendo, portanto, um importante papel na
protecao das células contra os danos oxidativos (YOUNG; LOWE, 2001; GAO et al.,
2011).

Os carotenoides, moléculas lipofilicas, soluveis principalmente em solventes
nao polares, sao sintetizados por organismos fotossintéticos, incluindo plantas,
algas, ciano bactérias e algumas bactérias nao-fotossintéticas e fungos, estando
amplamente distribuidos na natureza (SIES; STAHL, 2003).

Os carotenoides sao tetraterpenos, formados por 40 atomos de carbono em 8
unidades de isopreno, cuja ordem isoprenoide é invertida no centro da molécula
(BHOSALE; BERNSTEIN, 2005) (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura quimica do isopreno.
Fonte: Software ChemSketch

Existem, aproximadamente, 700 carotenoides divididos em dois grandes
grupos: os carotenos, como o [(B-caroteno e licopeno (Figura 4), que consistem em
hidrocarbonetos puros, e as xantofilas, hidrocarbonetos que possuem grupos
funcionais oxigenados, como luteina e zeaxantina. De todos os carotenoides,
apenas 40 podem ser encontrados nos alimentos, sendo responsaveis pela

coloragdo vermelha, amarela e laranja das frutas e vegetais (SIES; STAHL, 2003).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos carotenoides licopeno e B-caroteno.
Fonte: Software ChemSketch

Os carotenoides ndo podem ser sintetizados pelos humanos, sendo obtidos
através do consumo de certas frutas e vegetais (CALVO, 2005). Apos a ingestao

estas substancias sao absorvidas no intestino por difusdo passiva depois de serem
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incorporados as micelas de acidos graxos dietéticos e bile. Em seguida, sao
incorporados aos quilomicrons, liberados para o sistema linfatico e incorporados as
lipoproteinas no figado, que seréo liberadas na corrente sanguinea (PARKER, 1988;
ERDMAN, BIERER; GUGGER, 1993; PARKER, 1996). Assim, o transporte dos
carotenoides ocorre em conjunto com as lipoproteinas (THURNHAM et al., 2000),
sendo o principal local de armazenamento o tecido adiposo (PARKER, 1988;
ERDMAN, BIERER; GUGGER, 1993; PARKER, 1996). Os carotenos séao
encontrados principalmente nas LDL, enquanto as xantofilas, possuindo um ou mais
grupos funcionais polares, sdo mais uniformemente distribuidas entre as HDL e a
LDL (CLEVIDENCE; BIERI, 1993; YEUM; RUSSELL, 2002).

Os seis carotenoides presentes em maior quantidade no plasma sanguineo,
representando aproximadamente 90%, sao 3-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina,
zeaxantina e criptoxantina (FAULKS; SOUTHON, 1997; ZHAO et al., 2006). No
cérebro, as xantofilas, como a luteina, zeaxantina e criptoxantina, sdo responsaveis
por 72% do total dos carotenoides, sendo que destes, a luteina representa 34%,
guantidade significativamente maior do que todos o0s outros carotenoides
(JOHNSON et al., 2013). Além disso, apenas luteina e seu isbmero, zeaxantina,
carotenoides oxigenados, estdo acumulados na macula, regido central da retina,
sendo, portanto, estes carotenoides também chamados pigmentos maculares
(BONE, LANDRUM; TARSIS, 1985; AHMED; LOTT; MARCUS, 2005).

3.3.1. Luteina

3.3.1.1. Estrutura quimica e metabolismo

A luteina, um membro das xantofilas, € abundantemente encontrada nas
flores de caléndula, gema de ovo e vegetais de folhas verde-escuras (KRINSKY;
LANDRUM; BONE, 2003; CHRISTEN et al., 2008).

O conteudo da luteina nos vegetais € caracterizada por um amplo intervalo, a
partir de 0,012-0,016 mg/100 g de cebola, rabanete e couve-flor, 12-18 mg/100 g de

espinafre, salsa verde, milho e até 39 mg/100 g em algumas variedades de couve
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(HART; SCOTT, 1995; HOLDEN et al., 1999; MANGELS et al., 1993; MURKOVIC et
al., 2000; MULLER, 1996; O'NEILL et al., 2001). Além disso, nos ovos varia de 0,27
a 1,07 mg/100 g de alimento (HAMULKA; KOCZARA; GRONEK, 2005).

A luteina, um hidroxicarotenoide com férmula molecular CyoHs602, possui
estrutura formada por uma longa cadeia de carbonos com ligagdes duplas
conjugadas, grupos metil nas laterais e uma estrutura ciclica (hexenil) ligada a um
grupo hidroxila em ambas as extremidades da cadeia, como mostra a Figura 5
(CALVO, 2005). Diferentemente de outros carotenoides, os dois grupos hidroxilas
em cada molécula podem controlar as fungdes biologicas dessa xantofila
(JOHNSON, 2002).

Luteina

Figura 5 - Estrutura quimica da luteina.
Fonte: Software ChemSketch

A sua absorcdo e metabolismo é similar a rota de outros compostos
lipofilicos (KRINSKY; LANDRUM; BONE, 2003).

A luteina é normalmente encontrada na forma esterificada podendo também
existir na forma livre (LAI et al., 1996). A luteina livre esta localizada na superficie
dos lipossomas formados no processo digestivo. Por outro lado, a luteina
esterificada contém &cidos graxos, principalmente o palmitato, esterificado pelos
grupos hidroxila e sdo mais susceptiveis em estar no nucleo do lipossoma, por
serem moléculas hidrofobicas. Além disso, a luteina esterificada deve ser hidrolisada
a luteina livre, por hidrolases inespecificas que estao tanto no lumen intestinal como
no enterécito, pois a luteina livre € a principal forma presente na circulacdo apos
digestdo (FURR; CLARK,1997).
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Desta forma, antes de ser captada pelos enterdcitos, os ésteres de luteina
s&o hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais, como a colesterol esterase (HOF et
al., 2000) e depois que a luteina é absorvida pelos enterdcitos, a mesma €
transportada através do lumen intestinal e incorporada aos quilomicrons. Através da
circulagdo sanguinea os quilomicrons séo levados aos hepatocitos, onde sao
incorporados as lipoproteinas e, por fim, liberados para a circulagdo sistémica
(YEUM; RUSSELL, 2002; KRINSKY; LANDRUM; BONE, 2003). Assim, a luteina é
transportada no soro pelas lipoproteinas em circulagao, igualmente distribuida entre
a LDL e a HDL (ERDMAN; BIERER; GUGGER, 1993; ROMANCHIK; MOREL;
HARRISON, 1995; GOULINET, CHAPMAN, 1997; YEUM; RUSSELL, 2002; COMBS,
2012) e localizada na superficie externa das lipoproteinas (YEUM; RUSSELL, 2002).

3.3.1.2. Efeitos protetores e mecanismos de agao

A luteina apresenta propriedades antioxidantes, removendo radicais livres e
consequentemente, impedindo o dano as lipoproteinas, lipidios de membrana,
proteinas e DNA, evitando assim o estresse oxidativo (TREVITHICK et al., 2005;
WANG et al., 2006; KIM et al., 2008; OZAWA et al., 2012; WANG et al., 2013).

A acdo antioxidante da luteina esta associada a sua estrutura quimica,
principalmente devido a presenca de grupos hidroxila nas extremidades da cadeia,
tornando esta xantofila mais hidrofilica em relacdo aos carotenoides néo
oxigenados, e permitindo uma orientagdo perpendicular a membrana lipidica. Isto de
fato melhora o contato com os lipidios de membrana celular altamente oxidaveis e
aumenta a eficacia na habilidade de proteger a matriz lipidica contra o dano
oxidativo (SUBCZYNSKI; WISNIEWSKA; WIDOMSKA, 2010). Sendo, portanto, a
luteina, considerada um antioxidante mais potente em relacédo a outros carotenoides
(WANG et al.,, 2006; LI; LO, 2010; SUBCZYNSKI; WISNIEWSKA; WIDOMSKA,
2010).

Além disso, a luteina exerce papel protetor contra a inflamagao e apoptose,
reduzindo a atividade do NF-kB, a expressao da COX-2 e outros mediadores
inflamatoérios como, as citocinas interleucina-1f e interleucina-6 (KRISHNASWAMY;
DEVARAJ; PADMA, 2010; GAO et al., 2012; LI et al.,, 2012). Desta forma, pode

atenuar a resposta inflamatéria, sendo eficaz em diminuir o risco no
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desenvolvimento de doencas relacionadas com o estresse oxidativo e inflamacao
(WANG et al., 2013).

Neste sentido, baixos niveis de luteina no plasma e aumento do nivel de MDA
séo relacionados com os niveis aumentados de estresse oxidativo, encontrados em
pacientes com acidente vascular cerebral isquémico (POLIDORI et al., 2002).
Algumas evidéncias demostram que a suplementagdo ou uma dieta rica em luteina
previne a neurodegeneragcao macular induzida pela diabetes (MURIACH et al., 2006;
SASAKI et al., 2010) ou relacionada a idade (KRINSKY; LANDRUM; BONE, 2003),
protege a pele contra os efeitos oxidantes nocivos da exposi¢cdo UV (LEE et al.,
2004), reduz o risco de alguns tipos de cancer (SLATTERY et al., 2000;
SUMANTRAN et al., 2000), diminui a progressdo da aterosclerose prematura
(DWYER et al., 2001) e inibe a apoptose em um modelo experimental de isquemia
da retina (LI et al., 2009).

3.4. LUTEINA E MEMORIA

Algumas linhas de evidéncias demonstram que a luteina € um dos
carotenoides envolvidos nos processos de aprendizado, memoria e doengas
neurodegenerativas. Primeiro, a suplementagdo ou o consumo de uma dieta rica em
fontes de luteina estdo associadas as baixas taxas de declinio cognitivo decorrentes
do envelhecimento (KANG; ASCHERIO; GRODSTEIN, 2005; JOHNSON et al.,
2008; JOHNSON, 2012; KESSE-GUYOT et al, 2014). Neste sentido, a
administracao oral de luteina (50 ou 100 mg/kg) é descrita melhorar os déficits
cognitivos causados pela doenga de Huntington (BINAWADE; JAGTAP, 2013).

Segundo, a luteina é o principal carotenoide encontrado no cérebro humano,
com cerca de 30% da concentragao total de carotenoides, além de apresentar
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, com captagao preferencial
sobre a maioria dos outros carotenoides e correlagao positiva entre os niveis do soro
e do cérebro (CRAFT et al., 2004; JOHNSON et al., 2013; VISHWANATHAN et al.,
2014a). Sendo recentemente relatado, como o carotenoide predominante no cérebro
em desenvolvimento de criangas (VISHWANATHAN et al., 2014b). Além disso, €

demonstrado que o acumulo de luteina na regido macular esta associado com os
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niveis presentes em regides do cérebro, como cerebelo, cértex frontal e occipital
(VISHWANATHAN et al., 2013; 2014a).

Terceiro, uma melhora na fungdo cognitiva estd associada com niveis
aumentados de luteina no soro e no cérebro (JOHNSON et al., 2013). Um estudo
ainda demonstra que o aumento da densidade O6ptica do pigmento macular é
positivamente  correlacionado com as medidas de fungdo cognitiva
(VISHWANATHAN et al., 2013)

Quarto, individuos com déficit cognitivo leve (RINALDI et al., 2003;
AKBARALY et al., 2007; JOHNSON et al., 2013) ou Doenca de Alzheimer (RINALDI
et al., 2003; WANG et al., 2008; KIKO et al., 2012; DIAS et al., 2014) possuem niveis
de luteina reduzidos no plasma e no cérebro quando comparados a individuos
normais. Além disso, a baixa densidade éptica do pigmento macular esta associada
a um menor desempenho cognitivo em idosos (FEENEY et al., 2013).

Desta forma, considerando os resultados confluentes que suportam o papel
da luteina na fungao cognitiva e prevencao de doencas degenerativas, € possivel
afirmar que este carotenoide desempenha um importante papel na neuroprotecéo e
demais fungdes neuronais (RINALDI et al., 2003; KANG; ASCHERIO; GRODSTEIN,
2005; AKBARALY et al., 2007; JOHNSON et al., 2008; JOHNSON, 2012; KIKO et al.,
2012; JOHNSON et al.,, 2013; DIAS et al.,, 2014; KESSE-GUYOT et al., 2014;
MULDER et al., 2014). Este efeito protetor da luteina parece estar relacionado com a
funcado antioxidante, comum para grande parte dos carotenoides (LANDRUM;
BONE, 2001; ROBERTS et al., 2008; SASAKI et al., 2009; KIJLSTRA et al., 2012; LI
et al., 2012; JOHNSON et al., 2013) e também com a agao anti-inflamatéria, uma
vez que, a neuroinflamacdo é um dos fatores que contribuem para o prejuizo
cognitivo e a Doenga de Alzheimer (KRITCHEVSKY et al., 2000; EIKELENBOOM,;
GOOL, 2004; JOHNSON, 2005; EIKELENBOOM et al., 2006; HENSLEY, 2010;
JOHNSON et al., 2013; WANG et al., 2013).

Assim, baseado nas evidéncias, a luteina pode ser considerada para atuar
como um alvo terapéutico no desenvolvimento de drogas capazes de modificar a
evolugdo natural dos danos neuronais e déficits de memodria induzidos por etanol,
possibilitando identificar estratégias farmacoldgicas eficazes para esse tratamento.

Apesar de todos os estudos ja existentes sobre carotenoides e funcodes
cognitivas, o efeito da luteina sobre a prevencédo do déficit de memdria induzido por

etanol ainda ndo tem sido investigado. Portanto, a realizagcdo deste trabalho é


https://www.google.com.br/search?q=doen%C3%A7a+de+alzheimer&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwipoNmCiMvJAhWHCpAKHUz4AioQvwUIGigA
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importante para determinar os efeitos da luteina, um possivel candidato no

tratamento dos déficits de memaria induzidos por etanol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS E REAGENTES

Nos experimentos, foram utilizados 182 ratos Wistar machos, adultos (60 - 90
dias de idade), pesando entre 250-300 g, procedentes do Biotério da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) — Campus Cascavel. Os animais foram
abrigados em caixas de polipropileno de 41x34x16 cm, sob condigdes controladas
de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura (22 + 2°C), com acesso a agua
e ragao para animais de laboratério (Algomix, Ouro Verde do Oeste, PR, Brasil) ad
libitum. Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram submetidos,
avaliados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
UNIOESTE (01/2016) e os experimentos foram conduzidos de acordo com o0s
principios éticos na experimentagao animal, determinado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), segundo as Leis, Normativas e
Resolugdes vigentes.

A luteina (12%) foi obtida a partir de fornecedores locais e dissolvida em dleo
de oliva, imediatamente antes da administragdo. O etanol foi adquirido da Merck
(Darmstadt, Alemanha) e diluido em solugéo salina (NaCl 0,9%). Todos os outros

reagentes utilizados eram de grau analitico e adquiridos de fornecedores locais.

4.2. TAREFA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS

A tarefa, realizada em uma caixa de madeira (60 x 40 x 30 cm), consiste de
trés fases distintas, habituagao, treino e teste. Na sessdo de habituagdo, com
duracdo de 10 minutos, os animais foram permitidos explorar a caixa livremente.
Nesta sessao foram contados o numero de cruzamentos (crossing) e as respostas

de levantar (rearing), para avaliagcdo da atividade locomotora e exploratdria dos
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animais. Para esta avaliagdo a caixa de madeira teve o assoalho marcado, dividindo
a mesma em 12 areas iguais.

Na sessdo de treino, realizada 24 horas apds a habituagdo, o animal foi
apresentado, durante 10 minutos, a dois objetos idénticos. Na sessado de teste,
realizada 24 horas apds o treino, um dos objetos foi substituido por um novo.
Durante ambas as sessdes (treino e teste), foram determinados os tempos de
exploragao do animal com os objetos, sendo considerado exploragao quando o
animal fica com o focinho até 0,5 cm do objeto. O indice de discriminagao foi entéo
calculado, pela diferenga do tempo gasto para explorar o objeto novo (B) e o familiar
(A) x 100 dividido pela soma do tempo gasto para explorar o objeto novo (B) e o
familiar (A), e usado como um parametro cognitivo {{T novo (B) - T familiar (A)/T
novo (B) + T familiar (A)] x 100}.

4.3. DETERMINAGAO DOS INDICADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

4. 3. 1. Preparagao dos tecidos

Imediatamente apds a sessdo de teste da tarefa de reconhecimento de
objetos, os animais foram eutanasiados, o hipocampo e coértex cerebral foram
removidos, pesados, e homogeneizados em tampéao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). O
homogenato resultante foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C
para a determinagao dos indicadores enzimaticos e ndo enzimaticos do estresse
oxidativo.

O teor de proteina foi medido colorimetricamente utilizando o método de

Bradford (1976), e a albumina de soro bovino foi utilizada (1 mg/mL) como padréao.

4. 3. 2. Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Misra e Fridovich (1972). Este método baseia-se na capacidade da SOD em inibir a
auto-oxidagdo da adrenalina em adrenocromo. Resumidamente, a fragdo do
sobrenadante (20-60 ul) foi adicionada a um meio contendo tampéao de glicina (50

mM; pH 11) e adrenalina (1 mM). A analise cinética da SOD foi iniciada apods a
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adicdo de adrenalina, a 38 °C, e a reagao de cor foi medida a 480 nm. Uma unidade
de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a
velocidade de auto-oxidagao da epinefrina em 50% a 38 °C, e os resultados foram

expressos em unidades (U) SOD/mg de proteina.

4. 3. 3. Determinagado das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

A peroxidagao lipidica foi estimada pela medigdo de TBARS e foi expressa em
termos de conteudo de malondialdeido (MDA), de acordo com o método descrito por
Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Neste método, o MDA, um produto final da
peroxidacao dos acidos graxos, reage com o acido tiobarbiturico (TBA) para formar
um complexo corado. O conteudo de TBARS foi medido em um meio contendo 100
Ml do homogenato de tecido do hipocampo ou do cortex cerebral, 15 yL de dodecil
sulfato de sddio (SDS) 8,1%, 60 uL de tampao de acido acético (2,5 M, pH 3,4), e
115 pyL de TBA 0,81%. A mistura foi aquecida a 95 °C durante 120 minutos em
banho-maria. Apos o resfriamento até temperatura ambiente, a absorbancia foi
medida no sobrenadante a 532 nm. Os resultados foram calculados como pmol de

MDA/mg de proteina.

4.3.4. Tiol nao proteico (NPSH)

Os niveis de NPSH foram determinados de acordo com o método descrito por
Ellman et al. (1959) com algumas modificagdes. As amostras foram precipitadas com
acido tricloroacético (TCA 10%) e subsequentemente, centrifugadas a 3.000 x g
durante 10 minutos. Apds a centrifugagdo, a fragdo do sobrenadante (60 ul) foi
adicionada a um meio de reagédo contendo tampéo fosfato de potassio (1 M, pH 7,4)
e 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzdéico) (DTNB, 10 mM). Os niveis de NPSH foram
medidos por espectrofotometria a 412 nm. Os resultados foram calculados usando
uma curva padrao construida com glutationa reduzida (GSH) e corrigida com base
no teor de proteinas. Os resultados foram calculados como nmol NPSH/mg de

proteina.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269779907383
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269779907383
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269779907383
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4.4. DESENHO EXPERIMENTAL
4.4.1. Experimento 1 - Efeito da luteina sobre o desempenho na tarefa de

reconhecimento de objetos

Uma curva dose-efeito de luteina foi realizada para avaliar o efeito na tarefa
de reconhecimento de objetos e definir a dose para os experimentos subsequentes.
Os ratos foram pesados e divididos aleatoriamente em dois grupos que receberam
luteina (15, 50 e 100 mg/kg) ou 6leo de oliva (1 mL/kg) por gavagem oral, uma vez
por dia durante 14 dias. No dia 15, os ratos foram avaliados na tarefa de
reconhecimento de objetos. Luteina (50 mg/kg) € descrita melhorar déficits causados
pela doencga de Huntington (BINAWADE; JAGTAP, 2013). O esquema de tratamento

esta representado na Fig. 6.

Curva de luteina

Reconhecimento de objetos
l 20 l l |
I |

Habituacao i Treinamento | Teste
. Luteina

Dia 1 < » 14 15 16 17

Xl

Figura 6 - Representacdo esquematica do protocolo experimental: curva dose-efeito

de luteina

4.4.2. Experimento 2 - Efeito da administragao sub-crénica de etanol

sobre o desempenho na tarefa de reconhecimento de objetos

Uma curva dose-efeito de etanol foi realizada para definir a dose que induz
déficit de memdria para os experimentos subsequentes. Os ratos foram pesados e
divididos aleatoriamente em dois grupos que receberam etanol (0,3, 1 ou 3 g/kg) ou
solugao salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) por gavagem oral, uma vez por dia durante 7
dias. No dia 8, os ratos foram avaliados na tarefa de reconhecimento de objetos. O
intervalo da dose foi selecionado com base em estudos anteriores que mostram que
a administracao de etanol (2 ou 3,4 g/kg) causa déficit de memadria (GOMEZ et al.,

2013; KUZMIN et al., 2013). O esquema de tratamento esta representado na Fig. 7.
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Curva de etanol
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Figura 7 - Representacdo esquematica do protocolo experimental: curva dose-efeito

de etanol

4.4.3. Experimento 3 - Efeito da luteina sobre o déficit de meméria e
indicadores de estresse oxidativo induzidos pela administragao sub-crénica de

etanol

Uma vez determinado que luteina per se na dose de 50 mg/kg néo alterou a
memoria e que etanol (3 g/kg) induziu o déficit de memoria, foi testado se esta dose
de luteina previne o déficit de memdria induzido pela administracdo sub-cronica de
etanol. Os ratos foram divididos aleatoriamente em dois grupos que receberam
luteina (50 mg/kg) ou d6leo de oliva (1 mL/kg) por gavagem oral, uma vez por dia
durante 14 dias. No dia 8 cada grupo foi novamente dividido aleatoriamente em dois
grupos que receberam etanol (3 g/kg) ou solugao salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) por
gavagem oral, uma vez por dia durante 7 dias. No dia 15, cada rato foi avaliado na
tarefa de reconhecimento de objetos, e em seguida, o hipocampo e cortex cerebral
foram removidos para determinagdo dos indicadores de estresse oxidativo (SOD,

TBARS e NPSH). O esquema de tratamento esta representado na Fig. 8.
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Figura 8 - Representagdo esquematica do protocolo experimental: administragdo de

luteina e etanol

4.5. ANALISE ESTATISTICA

O programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para a analise estatistica e para a

plotagem dos graficos. As analises estatisticas foram realizadas por Analise de
Variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida do teste post hoc de Bonferroni,

dependendo do experimento. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Todos os dados sao apresentados como média e erro padrao (SEM).
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Abstract

Excessive consumption of alcohol affects the central nervous system, resulting in
memory and learning deficits. Accordingly, lutein, a carotenoid, known for its
antioxidant properties, is believed to be able to prevent neurodegenerative diseases
and cognitive deficits. In the present study, we evaluated the effect of lutein on
ethanol-induced memory deficits in the object recognition task in adult rats, as well as
the possible involvement of oxidative stress. The oral administration of lutein (50
mg/kg) for 14 days prevented ethanol-induced memory deficit in the object
recognition task. Furthermore, the administration of lutein, ethanol, and a co-
administration of lutein and ethanol did not alter the parameters of oxidative stress
(superoxide dismutase, thiobarbituric acid reactive substances, and non-protein
thiol), evaluated in the cortex and hippocampus. These results suggest that lutein is
an alternative treatment for ethanol-induced memory deficits, however, the

mechanism involved in this effect remains uncertain.

Keywords: memory; carotenoids; object recognition; alcohol; oxidative stress.
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1. Introduction

Alcohol is one of the most used drugs in the world, with 90% of people
consuming it at some point in their lives, and of these, approximately 30% develop
some type of disorder (Sher, 2006). Excessive alcohol consumption affects many
body systems, including the brain and the central nervous system (Heffernan, 2008;
Zorumski et al., 2014), which may cause cognitive, learning, and short- or long-term
memory deficits (Pascual et al., 2007; Sircar and Sircar, 2005).

In fact, it has been shown that brain damages and memory deficits are related
to alcohol consumption in humans (Beresford et al., 2006; Jarvenpaa et al., 2005;
Sullivan and Pfefferbaum, 2005; Sullivan et al., 2000a, 2000b) and in animals
(Cacace et al., 2011; Cain et al., 2002; Obernier et al., 2002; Pascual et al., 2007;
Robinson et al., 2012). A recent study shows there is significant spatial and non-
spatial memory impairment in rats treated with intermittent ethanol exposure (Zhao et
al., 2013).

Furthermore, acute or chronic ethanol exposure increases the production of
reactive species and decreases the antioxidant defenses (Calabrese et al., 2000; Wu
and Cederbaum, 2003). Ethanol inhalation (1.6 g/kg) for 12 weeks (Das and
Mukherjee, 2010) or acute oral administration (70%, 2 mL/kg) (Ibrahim et al., 2012)
increases lipid peroxidation and induces a significant reduction in antioxidant enzyme
activity, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase
(GPx) (Das and Mukherjee, 2010; Ibrahim et al., 2012).

Considering that there has been an increase in the prevalence of alcohol
consumption over the last few years, it is important to prevent alcohol-related

disorders that can impair daily activities as well as productivity in work or studies.
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Therefore, studies that contribute to the development of treatments and new
therapeutic options able to prevent, reduce or eliminate ethanol-induced memory
deficits, whilst being effective, safe, inexpensive, and with no side effects, are of
extreme importance. In this sense, growing evidence to support the important role of
bioactive compounds, extra nutritionals constituents present mainly in food of plant
origin, that act in maintaining health and cause a reduction in the risk of disease,
without side effects (Espin et al., 2007; Kussmann et al., 2007; Rein et al., 2013).

Bioactive compounds such as carotenoids, vitamins B, C, D and E, flavonoids,
polyunsaturated fatty acids, curcumin, and piperine are being studied as alternative
for the treatment of cancer, neurodegenerative, and cardiovascular diseases
(Gillette-Guyonnet et al.,, 2013; Gunasekera et al., 2007; Gutierres et al., 2014;
Joseph et al., 2009; Kaur et al., 2011; Lim et al., 2001; Mi et al., 2013; Nagao, 2009;
Obulesu et al., 2011; Sunila and Kuttan, 2004; Vijayakumar et al., 2004).

Lutein is xanthophyll carotenoid known for its antioxidant properties, with the
ability to remove free radicals and consequently prevent damage to lipoproteins,
membrane lipids, proteins, and DNA, thereby preventing oxidative stress (Kim et al.,
2008; Ozawa et al., 2012; Trevithick et al., 2005; Wang et al., 2006, 2013).

There are lines of evidence supporting the role of lutein in cognitive processes
and neurodegenerative diseases. Firstly, supplementation or a diet consumption rich
in lutein sources are associated with low rates of cognitive decline due to aging
(Johnson, 2012; Johnson et al., 2008; Kang et al., 2005; Kesse-Guyot et al., 2014).
In accordance with this view, the oral administration of lutein (50 or 100 mg/kg) has
been described to improve the cognitive deficits caused by Huntington’s disease
(Binawade and Jagtap, 2013). Secondly, lutein is the main carotenoid found in the

human brain, forming approximately 30% of the total carotenoids concentration. It
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displays an ability to cross the blood—brain barrier, with preferential uptake compared
to most other carotenoids, showing a positive correlation between the serum and
brain levels of lutein (Craft et al., 2004; Johnson et al., 2013; Vishwanathan et al.,
2014). Moreover, lutein accumulation in the macula is associated with the levels
present in the brain regions such as the cerebellum, frontal, and occipital cortex
(Vishwanathan et al.,, 2015, 2014, 2013). Thirdly, an improvement in cognitive
function has been associated with increased levels of lutein in the serum and brain
(Johnson et al., 2013; Keller et al., 2005). Furthermore, the increase in macular
pigment optical density is positively correlated with cognitive function in the elderly
(Kelly et al., 2015; Vishwanathan et al., 2013). Fourthly, individuals with mild
cognitive deficit (Akbaraly et al., 2007; Johnson et al., 2013; Rinaldi et al., 2003) or
Alzheimer’s disease (Dias et al., 2014; Kiko et al., 2012; Rinaldi et al., 2003; Wang et
al., 2008) have reduced levels of lutein in the plasma and brain as compared with
normal individuals. Furthermore, the low macular pigment optical density is
associated with a lower cognitive performance in the elderly (Feeney et al., 2013;
Renzi et al., 2014).

Therefore, considering the confluent results that support the role of lutein in
cognitive functions and the prevention of degenerative diseases (Akbaraly et al.,
2007; Dias et al., 2014; Johnson, 2012; Johnson et al., 2013, 2008; Kang et al.,
2005; Kesse-Guyot et al., 2014; Kiko et al., 2012; Mulder et al., 2014; Rinaldi et al.,
2003), in the present study, we investigated whether lutein prevented ethanol-

induced memory deficit as well as the possible mechanisms of its action.
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2. Materials and Methods

2.1. Animals and reagents

All experimental protocols were designed with the aim of keeping the number
of animals used to a minimum as well as their suffering. These protocols were
conducted in accordance with National and International legislation [guidelines of the
Brazilian Council of Animal Experimentation (CONCEA) and of the U.S. Public Health
Service's Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals (PHS Policy)], and
with the approval of the Ethics Committee for Animal Research of the Universidade
Estadual do Oeste do Parana (01/2016). Male Wistar rats (weight: 250-300 g; n =
182) were bred in the Animal House of the Universidade Estadual do Oeste do
Parana, housed 5 to a cage, and maintained on a natural day/night cycle, at 21 °C
with access to water and rodent laboratory chow (Algomix, Ouro Verde do Oeste,
PR, Brazil) ad libitum. Behavioral tests were conducted during the light phase of the
cycle (from 9:00 a.m. to 5:00 p.m.). Lutein (12%) was obtained from a local supplier
and dissolved in olive oil, immediately before administration. Ethanol was purchased
from Merck (Darmstadt, Germany) and diluted in saline (0.9% NacCl). All the other

reagents used were of analytical grade and purchased from local suppliers.

2.2. Object Recognition Task
The object recognition task was performed to evaluate the declarative
memory, according to Bevins and Besheer (2006), with minor modifications. The task
was performed in a wooden chamber (60 x 40 x 30 cm), with black painted walls, the

front wall consisting of clear Plexiglas, and the floor covered with an ethyl vinyl
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acetate sheet. A light bulb, hanging 60 cm above the behavioral apparatus, provided
constant illumination of approximately 40 lux, and an air-conditioner provided
constant background sound isolation. The objects used were pairs of plastic
mounting bricks, with each pair composed of different shapes (rectangular, pyramid,
and stair-like shapes), and colors (white, red, and blue), but all of the same size.
Throughout the experiments, the objects were used in a counterbalanced manner,
and the rats did not previously display a preference for any of the objects. Chambers
and objects were cleaned after each subject was tested with 30 % ethanol. The task
consisted of habituation, training, and testing sessions; each of them with the
duration of 10 min. In the first session, rats were habituated to the behavioral
apparatus and then returned to their home cage. In this session, the number of
crossing and rearing responses were recorded to identify any motor disabilities,
which might influence the performance of the task. For this evaluation, the wooden
chamber had the floor divided into 12 squares. Twenty-four hours later, the training
session occurred, where rats were exposed to two of the same objects (Object A),
and the exploration time was recorded with two stopwatches. Exploration was
recorded when the rat touched or reached the object with the nose, at a distance of
less than 2 cm. Climbing or sitting on the object was not considered exploration. The
test session was carried out 24 h after the training session. Each rat was placed back
in the behavioral chamber and one of the already known objects (Object A) was
replaced by a novel object (Object B). The times spent exploring the already known
and novel objects were recorded. The discrimination index was then calculated,
taking into account the difference of time spent exploring the novel (B) and already

known (A) object x 100 divided by the sum of time spent exploring the novel (B) and
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already known (A), and used as a cognitive parameter {[T novel (B) - T already

known (A)/T novel (B) + T already known (A)] x 100}.

2.3. Measurement of oxidative stress indicators

2.3.1. Preparation of tissues

Immediately after the test session of the novel object recognition task, the rats
were euthanized, the hippocampus and cerebral cortex were removed, weighed, and
homogenized in Tris—HCI (50 mM, pH 7.4) buffer; the resulting homogenate was then
centrifuged at 10,000 rpm x 10 min at 4 °C for the determination of enzymatic and
non-enzymatic indicators of oxidative stress.

The protein content was measured colorimetrically using the Bradford method

(1976), and bovine serum albumin (1 mg/mL) was used as the standard.

2.3.2. Superoxide dismutase (SOD) activity

The activity of SOD was determined according to the method described by
Misra and Fridovich (1972). This method is based on the ability of SOD to inhibit the
autoxidation of adrenaline to adrenochrome. In summary, the supernatant fraction
(20-60 pL) was added to a medium containing glycine buffer (50 mM, pH 11) and
adrenaline (1 mM). The kinetic analysis of SOD was started after adrenaline addition,
at 38 °C, and the color reaction was measured at 480 nm. One unit of enzyme was
defined as the amount of enzyme required to inhibit the rate of epinephrine
autoxidation by 50% at 38 °C, and the results were expressed as units (U)/mg of

protein.
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2.3.3. Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) determination

Lipid peroxidation was estimated by measuring TBARS and was expressed in
terms of the malondialdehyde (MDA) content, according to the method described by
Ohkawa et al. (1979). In this method, MDA, an end product of fatty acid peroxidation,
reacts with thiobarbituric acid (TBA) to form a colored complex. The content of
TBARS was measured in a medium containing 100 pL of tissue homogenate of the
hippocampus or of the cerebral cortex; 15 pL of 8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS),
60 pL of acetic acid buffer (2.5 M, pH 3.4), and 115 pL of 0.81% TBA. The mixture
was then heated at 95 °C for 120 min in a water bath. After cooling to room
temperature, absorbance was measured in the supernatant at 532 nm. The results

were calculated as pmol MDA/mg of protein.

2.3.4. Non protein thiol (NPSH)

NPSH levels were determined according to the method described by Ellman
et al. (1959) with some modifications. Samples were precipitated with trichloroacetic
acid (TCA, 10%) and subsequently centrifuged at 3,000 x g for 10 min. After the
centrifugation, the supernatant fraction (60 puL) was added to a reaction medium
containing potassium phosphate buffer (1 M, pH 7.4) and 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) (DTNB, 10 mM). The NPSH levels were measured
spectrophotometrically at 412 nm. The results were calculated using a standard
curve constructed with reduced glutathione (GSH) and corrected based on the

protein content. The results were calculated as nmol NPSH/mg of protein.

2.4. Experimental design
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2.4.1. Experiment 1: Effect of lutein on object recognition task performance

A dose-response curve for lutein was performed to evaluate the effect on
object recognition task performance and to define the dose for the subsequent
experiments. The rats were weighed and randomly divided into two groups receiving
lutein (15, 50 and 100 mg/kg) or olive oil (1 mL/kg) by oral gavage, once daily for 14
days. On day 15, the rats were evaluated on the object recognition task. The dose
range was selected based on previous study which show that lutein (50 mg/kg)
improves deficits induced by Huntington’s disease (Binawade and Jagtap, 2013). The

treatment schedule is depicted in Figure 1.

2.4.2. Experiment 2: Effect of sub-chronic ethanol administration on object

recognition task performance

A dose-response curve for ethanol was performed to define the dose that
induce memory deficit for the subsequent experiments. The rats were weighed and
randomly divided into two groups receiving ethanol (0.3, 1 or 3 g/kg) or saline (0.9 %
NaCl, 10 mL/kg) by oral gavage, once daily for 7 days. On day 8, the rats were
evaluated on the object recognition task. The dose range was selected based on
previous study which show that ethanol administration (2 or 3.4 g/kg) cause memory
deficit (Gomez et al., 2013; Kuzmin et al., 2013). The treatment schedule is depicted

in Figure 2.

2.4.3. Experiment 3: Effect of lutein on memory deficit and oxidative stress

indicators induced by sub-chronic ethanol administration
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Once it had been determined that lutein at the dose of 50 mg/kg did not alter
memory per se and ethanol (3 g/kg) induced a memory deficit, we tested whether this
dose of lutein prevented the memory deficits induced by sub-chronic ethanol
administration. The rats were randomly divided into two groups receiving lutein (50
mg/kg) or olive oil (1 mL/kg) by oral gavage once daily for 14 days. On day 8 each
group was again randomly divided into two groups receiving either ethanol (3 g/kg) or
saline (0.9 % NaCl, 10 mL/kg) by oral gavage once daily for 7 days. It is, therefore,
lutein administered along with ethanol. On day 15, each rat was evaluated on the
object recognition task, and then, the hippocampus and cerebral cortex were
removed for the determination of oxidative stress indicators (SOD, TBARS and

NPSH). The treatment schedule is depicted in Figure 3.

2.5. Statistical analysis

GraphPad Prism 5 Software was used for statistical analysis and plotting
graphs. Statistical analyses were performed by one-way or two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Bonferroni’'s post hoc test, depending on the
experiment. Values of p < 0.05 were considered statistically significant. All data are

expressed as the mean and S.E.M.

3. Results

3.1. Experiment 1
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Figure 4 shows the effect of the oral administration of lutein (15-100 mg/kg)
for 14 days, on the discrimination index in the test session of the object recognition
task. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that lutein, at the dose of 100
mg/kg, significantly increased the discrimination index [Fi34) = 7.13; p < 0.05],
revealing that lutein administration improved memory in the object recognition task.
There was no significant difference between the groups for the time spent exploring
both objects in the training session, thus indicating no biased exploration of objects
(data not shown). Table 1 shows the effect of lutein on the exploratory behavior of
rats, during the habituation session in the object recognition task. Statistical analysis
(one-way ANOVA) revealed that lutein did not alter the number of crossing or rearing
responses (F values shown in Table 1), suggesting that its administration did not
cause gross motor disabilities during training and testing sessions. The dose of lutein
used in the subsequent experiments (50 mg/kg) was selected based on the lack of

effect on memory shown in this experiment.

3.2. Experiment 2

Figure 5 shows the effect of sub-chronic oral administration of ethanol (0.3-3
g/kg) for 7 days on the discrimination index in the test session of the object
recognition task. Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that ethanol, at the
dose of 3 g/kg, significantly decreased the discrimination index [Fz37) = 3.06; p <
0.05], revealing that ethanol administration impaired memory in the object recognition
task. There was no significant difference between the groups for the time spent
exploring both objects in the training session, indicating no biased exploration of

objects (data not shown). Table 2 shows the effect of ethanol on the exploratory
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behavior of rats, during the habituation session of the object recognition task.
Statistical analysis (one-way ANOVA) revealed that ethanol did not alter the number
of crossing or rearing responses (F values shown in Table 2), suggesting that its
administration did not cause gross motor disabilities during training and testing
sessions. The dose of ethanol used in the subsequent experiments (3 g/kg) was

selected due induce memory deficit in this experiment.

3.3. Experiment 3

Figures 6, 7 and 8 show the effect of the oral administration of lutein (50
mg/kg), ethanol (3 g/kg), and the co-administration of ethanol and lutein on the
discrimination index in the test session of the object recognition task, and on
oxidative stress indicators (SOD, TBARS and NPSH) in the hippocampus and
cerebral cortex. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed a significant lutein or
olive oil versus ethanol or saline interaction [F339) = 7.64; p < 0.05], revealing that
lutein co-administration prevented the ethanol-induce memory deficit in the object
recognition task (Fig. 6). There was no significant difference between groups for the
time spent exploring both objects in the training session, indicating no biased
exploration of objects (data not shown). Statistical analysis also revealed that the
administration of lutein, ethanol and the co-administration of ethanol and lutein did
not alter the levels of SOD, TBARS and NPSH in the hippocampus (Fig. 7 A, B and
C) and the cerebral cortex of rats (Fig. 8 A, B and C). Table 3 shows the effect of the
oral administration of lutein, ethanol and co-administration of ethanol and lutein on
exploratory behavior of the rats, during the habituation session of the object

recognition task. Statistical analysis (two-way ANOVA) revealed that pharmacological
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treatments did not alter the number of crossing or rearing responses (F values shown
in Table 3), suggesting that none of the compounds tested caused gross motor

disabilities during training and testing sessions.

4. Discussion

In this study, we showed that lutein, a xanthophyll with antioxidant properties,
improved memory per se, but mainly that, this carotenoid prevented the ethanol-
induced memory deficit in the object recognition task. Furthermore, we showed that
administration of lutein and the co-administration of ethanol and lutein did not alter
oxidative stress indicators, such as SOD, TBARS and NPSH in the hippocampus
(Fig. 7) and the cerebral cortex (Fig. 8). Surprisingly, the results indicated that neither
of the ethanol administration showed any effect on oxidative stress indicators.

Our results are consistent with those of previous studies, which demonstrated
the effect of lutein supplementation per se. In this sense, supplementation of lutein
increases processing speed in young healthy subjects (Bovier and Hammond, 2015)
and improve verbal fluency in older healthy women (Johnson et al., 2008). In
contrast, lutein administration per se, for 14 days, does not alter significantly the
memory and cognitive performance of rats evaluated in the water maze and elevated
plus maze tasks (Binawade and Jagtap, 2013).

However, numerous studies have shown the protective effect of lutein, mainly
from cognitive deficits in the elderly or caused by age-related diseases (Johnson,
2012; Johnson et al., 2008; Kang et al., 2005; Kesse-Guyot et al., 2014; Nolan et al.,
2015; Renazi et al., 2014). Little is known about the effects of lutein on the prevention
or reversal of memory deficit not caused by aging (Binawade and Jagtap, 2013;

Muriach et al., 2006), which occurs with alcohol consumption. Learning and memory
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deficits can occur from different forms of alcohol exposure, such as acute (Novier et
al., 2013; Ryabinin et al., 2002), sub-chronic (Cippitelli et al., 2010a, 2010b; Kuzmin
et al., 2012) or chronic (Farr et al., 2005; Garcia-Moreno and Cimadevilla, 2012).

In support of this view, the protective effects of lutein on deficits not attributed
to aging have been demonstrated in a number of studies. The treatment of lutein (50
or 100 mg/kg), for 14 days, prevents 3-nitropropionic acid-induced memory
impairment (3-NP), in an animal model of Huntington’s disease, in the water maze
and in the elevated plus maze tasks (Binawade and Jagtap, 2013). In addition, the
administration of lutein (0.2 mg/kg) for 10 days prevents the deleterious effects of
diabetes in the retina and the hippocampus of rats (Muriach et al., 2006).

Furthermore, carotenoids can be used to treat many aspects of underlying
pathology, such as oxidative stress (Wang et al., 2013). In this context, lutein has no
effect per se on some oxidative parameters, however, it suggests that antioxidant
action and the ability to combat oxidative stress are responsible for the protective
effect on dysfunctions and deficits caused by different factors, such as diabetes, 3-
NP, ischemic stroke or alcohol (Arnal et al., 2010, 2009; Binawade and Jagtap, 2013;
Du et al., 2015; Li et al., 2012; Muriach et al., 2006).

Regarding this point, ethanol administration leads to increased oxidative
stress, due to a decrease in antioxidant enzyme activity (Das and Mukherjee 2010;
Ibrahim et al. 2012; Reddy et al. 1999; Skrzydlewska et al. 2005). In contrast, there
are also some conflicting results (Boveris et al., 1997; Goneng et al., 2005; Somani et
al., 1996). The administration of ethanol (2.5 g/kg) for 4 days increases the level of
TBARS and does not alter the activity of SOD and GPx in the hippocampus, whereas
in the cortex, the activity of antioxidant enzymes and level of TBARS are not modified

(Goneng et al., 2005). In addition, the administration of ethanol (4 g/kg; single dose)
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does not alter the antioxidant enzyme activity, such as SOD, CAT and GPx in the rat
brain (Boveris et al., 1997). Similarly, the chronic consumption of ethanol (5% w/v) for
2 months, does not alter the activity of SOD in the cerebellum (Xia et al., 1999).
Furthermore, ethanol (1.6 g/kg) increases the MDA levels and SOD activity in the
cortex, as well as the CAT and GPx activity in the striatum (Somani et al., 1996).
Moreover, the administration of ethanol (4.5 g/kg) for 14 days prenatal and 21 days
postnatal does not alter the SOD and CAT activity in the hippocampus and
cerebellum, respectively (Shirpoor et al., 2009). This discrepancy in the results can
be explained by variations in the adopted experimental protocols, such as the use of
different animals or doses.

Due to the lack of the effect of ethanol on the oxidative stress indicators, it was
not possible to evaluate whether lutein played a protective role on the oxidative
damage caused by ethanol. However, ethanol administration caused a memory
deficit in the object recognition task and treatment with lutein was able to prevent this
deficit.

In summary, our results support the fact that lutein prevents ethanol-induced
memory deficit but that such an effect does not involve oxidative stress or antioxidant
systems in the cortex and hippocampus of rats. Although we do not have
experimental evidence, it is possible that the effect of lutein on memory deficit
involves an alternative mechanism to the antioxidant. These currently reported
results support lutein as a therapeutic target for the development of drugs able to
prevent ethanol-induced memory deficits, thus allowing the identification of effective

pharmacological strategies for treatment.
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Table 1 - Effect of administration of lutein (15-100 mg/kg) for 14 days, on exploratory

behavior of animals (number of crossing and rearing responses), during the

habituation session in object recognition task.

Groups Crossing Rearing N
Olive oil 81.6+3.6 46.6 £ 2.7 10
Lutein 15 mg/kg 711247 425+3.3 10
Lutein 50 mg/kg 758 +£6.7 427140 9
Lutein 100 mg/kg 70.1+£8.7 37.1+£5.1 9

Statistical analysis

F.34)=0.7552 p > 0.05

F@34) = 1.020 p > 0.05

Data are means + SEM; N, number of animals in each group.

Table 2 - Effect of sub-chronic administration of ethanol (0.3—-3 g/kg) for 7 days on

exploratory behavior of animals (number of crossing and rearing responses), during

the habituation session in object recognition task.

Groups Crossing Rearing N
Saline 0.9 % 78.8+94 43.5+6.9 10
Ethanol 0.3 g/kg 81.1+8.2 46.6 + 3.1 10
Ethanol 1 g/kg 949+6.1 476 + 3.5 10
Ethanol 3 g/kg 76.2+8.2 40.0+2.6 1

Statistical analysis

F(3,37) =1.049 p > 0.05

F@,37)=0.6262 p > 0.05

Data are means + SEM; N, number of animals in each group.
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Table 3 - Effect administration of lutein (50 mg/kg), ethanol (3 g/kg), and the co-

administration of ethanol and lutein, on exploratory behavior of animals (number of

crossing and rearing responses), during the habituation session in object recognition

task.

Groups Crossing Rearing N
Olive oil/Saline 87.0+3.8 423129 11
Olive oil /Ethanol 92.1+7A1 489+1.4 11
Lutein/Saline 87.2+94 39927 11
Lutein/Ethanol 80.2+84 416 +3.8 10

Statistical analysis

F.39)=0.6610 p > 0.05

F3.39) = 0.8508 p > 0.05

Data are means + SEM; N, number of animals in each group.
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Figure legends
Figure 1. Schematic representation of the experimental protocol for dose—response

curve of lutein.

Figure 2. Schematic representation of the experimental protocol for dose—response

curve of ethanol.

Figure 3. Schematic representation of the experimental protocol for administration of

lutein and ethanol.

Figure 4. Administration of lutein (15-100 mg/kg) for 14 days on the discrimination
index in the object recognition task. Data are mean + SEM, for n = 9-10 animals in
each group. * Indicates a significant difference (p < 0.05) compared with control

group (Olive Qil).

Figure 5. Administration of ethanol (0.3-3 g/kg) for 7 days on the discrimination
index in the object recognition task. Data are mean + SEM, for n = 10-11 animals in
each group. * Indicates a significant difference (p < 0.05) compared with control

group (Saline).

Figure 6. Administration of lutein (50 mg/kg), ethanol (3 g/kg), and the co-
administration of ethanol and lutein on the discrimination index in the object

recognition task. Data are mean + SEM, with n = 10-11 animals in each group. *
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Indicates a significant difference (p < 0.05) compared with control group (Olive

Oil/Saline).

Figure 7. Administration of lutein (50 mg/kg), ethanol (3 g/kg), and the co-
administration of ethanol and lutein on oxidative stress indicators (A) Superoxide
Dismutase, (B) MDA and (C) Non-protein thiol in the hippocampus of rats. Data are

mean + SEM, for n = 10-11 animals in each group.

Figure 8. Administration of lutein (50 mg/kg), ethanol (3 g/kg), and the co-
administration of ethanol and lutein on oxidative stress indicators (A) Superoxide
Dismutase, (B) MDA and (C) Non-protein thiol in the cerebral cortex of rats. Data are

mean + SEM, for n = 10-11 animals in each group.
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Figure 6.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente trabalho demonstraram que:

A administragdo sub-cronica de etanol (3 g/kg) causa déficit de memaoria em
ratos na tarefa de reconhecimento de objetos.

A administracdo de luteina (100 mg/kg) melhora a memodria dos ratos na
tarefa de reconhecimento de objetos, enquanto as doses de 15 ou 50 mg/kg néo
apresentaram efeito.

A administracéo de luteina (50 mg/kg) previne o déficit de memoria induzido
por etanol.

A administracdo de luteina, etanol e a combinacdo luteina e etanol néo
alteraram os parametros de estresse oxidativo avaliados no cértex e no hipocampo.
Sugerindo que a prevencdo do déficit de memaria induzido por etanol ndo envolve
estresse oxidativo no cortex e no hipocampo.

Assim, baseado nos resultados obtidos, a luteina pode ser considerada uma
alternativa no tratamento dos déficits de memaria induzidos por etanol, entretanto,

mais estudos sdo necessarios para avaliar o mecanismo envolvido neste efeito.





