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RESUMO

A melatonina (MLT) € um horménio sintetizado a partir do triptofano. Seus
efeitos benéficos sdo bem descritos em algumas doencas neuroldgicas. Neste
estudo, ratos Wistar machos receberam, do 7° ao 27° dia pés-natal (DPN), em dias
alternados, solugéo salina (grupo controle), ou 10 mg/kg/dia ou 40 mg/kg/dia de MLT
(grupos MLT-10 e MLT-40), ou nenhum tratamento (grupo intacto). Entre DPN30 e
DPN34 os animais foram avaliados no aparato de campo aberto (CA), primeiro para
ansiedade (DPN30) e depois para tarefas de memodria de reconhecimento de
objetos: de posicdo espacial - RP (DPN31) e reconhecimento de formas - RF
(DPN32). No DPN34, foram testados no labirinto em cruz elevado (LCE). Do DPN36
a 42, registrou-se o fendmeno eletrofisiolégico conhecido como depresséao alastrante
cortical (DAC). O tratamento com MLT nao alterou o peso corporal e a glicemia dos
animais, mas na menor das duas doses que utilizamos teve um impacto significante,
sobre os testes comportamentais, ANOVA indicou diferencas intergrupos para os
parametros “entradas na area central” do campo aberto (F [3, 28] = 8,706; p < 0,001)
e “tempo na area central” (F [3, 27] = 5,993; p = 0,003) e no teste do labirinto em
cruz elevado (LCE) indicou diferencas intergrupos para dois parametros avaliados:
entradas nos bracos abertos (F [3, 25] = 4,200; p = 0,015) e tempo nos bracos
abertos (F [3, 28] = 10,036; p < 0,001), indicando menor ansiedade. No teste de
memoéria, ANOVA revelou diferencas intergrupos no reconhecimento espacial (F
[3,29] = 7,813; p < 0,001), mas nao no reconhecimento de formas (F [3,25] = 2,025;
p = 0,136). A dose mais baixa de MLT (10 mg/kg/dia) desacelerou significantemente
a DAC (2,86 = 0,14 mm/min) em comparacdo com 0s grupos controle (3,31 = 0,09
mm/min e 3,25 £ 0,10 mm/min; grupo intacto e veiculo, respectivamente). No
entanto, a dose mais alta (40 mg/kg/dia) acelerou a DAC (3,96 + 0,16 mm/min; p
<0,01). Nossos achados sugerem que a administracdo de MLT, durante o
desenvolvimento cerebral, apresenta potencial para atuar como antioxidante quando
administrado em baixas doses, mas como pro-oxidante quando administrado em
altas doses, no que se refere a parametros comportamentais sugestivos de
ansiedade e memoria e também a parametros eletrofisiolégicos (DAC), dando-nos

oportunidade para discutir possiveis implicacdes clinicas para tais efeitos.

Palavras-chave: Ansiedade; Atividade elétrica cerebral; Memoria.



ABSTRACT

Melatonin (MLT) is a hormone synthesized from tryptophan. Its beneficial
effects are well described in some neurological diseases. In this study, male Wistar
rats received, from the 7th to the 27th postnatal day (PND), on alternate days, saline
solution (control group), or 10 mg/kg/day or 40 mg/kg/day of MLT (MLT groups). -10
and MLT-40), or no treatment (intact group). Between DPN30 and DPN34, the
animals were evaluated in the open field apparatus (OF), first for anxiety (PND30)
and then for object recognition memory tasks: spatial position - RP (PND31) and
shape recognition - RF (PND32). In DPN34, they were tested in the elevated plus
maze (EPM). From PND36 to 42, the electrophysiological phenomenon known as
cortical spreading depression (CSD) was recorded. Treatment with MLT did not
change the body weight and blood glucose of the animals, but at the lower of the two
doses we used it had a significant impact on behavioral tests, ANOVA indicated
intergroup differences for the parameters “entries in the central area” of the OF ( F [3,
28] = 8.706; p < 0.001) and “time in the central area” (F [3, 27] = 5.993; p = 0.003)
and in the EPM indicated intergroup differences for two parameters evaluated:
entries in the open arms (F [3, 25] = 4.200; p = 0.015) and time in the open arms (F
[3, 28] = 10.036; p < 0.001), indicating less anxiety. In the memory test, ANOVA
revealed intergroup differences in spatial recognition (F [3.29] = 7.813; p < 0.001),
but not in shape recognition (F [3.25] = 2.025; p = 0.136). The lowest dose of MLT
(10 mg/kg/day) significantly decelerated CSD (2.86 + 0.14 mm/min) compared to the
control groups (3.31 + 0.09 mm/min and 3, 25 + 0.10 mm/min; intact and vehicle
group, respectively). However, the highest dose (40 mg/kg/day) accelerated CSD
(3.96 £ 0.16 mm/min; p < 0.01). Our findings suggest that the administration of MLT,
during brain development, has the potential to act as an antioxidant when
administered in low doses, but as a pro-oxidant when administered in high doses,
with regard to behavioral parameters suggestive of anxiety and memory and also to
electrophysiological parameters (CSD), giving us the opportunity to discuss possible

clinical implications for such effects.

Key words: Anxiety; Brain electrical activity; Memory.
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1. INTRODUCAO

A melatonina (MLT) foi descoberta em 1958 por Lerner e colaboradores,
sendo definida como “hormdnio de contracdo do melandéforo”. Em 1993, a MLT foi
reconhecida como um antioxidante (POEGGELER et al., 1993). Richard Wurtman
sugeriu que esse antioxidante poderia tratar muitas doencas, quando usado em
baixas dosagens (ARENDT, 2005).

A MLT é sintetizada a partir do triptofano nos pinealdcitos. No entanto,
sugere-se que outros oOrgaos e tecidos também podem produzi-la como, por
exemplo, retina, glandulas de Harder, intestino, ovario, testiculos e medula 6ssea
(ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014; FAVERO et al., 2018; GALANO et al., 2018;
GALANO e REITER, 2018; MAJIDINIA et al., 2018; PETERS et al., 2005; REITER et
al., 2016).

Na glandula pineal a sintese de MLT esté sob o controle do reldgio circadiano
mestre, 0 nucleo supraquiasmatico (NSQ) localizado no hipotalamo. Por meio dessa
via, a producdo de MLT possui um ritmo circadiano que esta estreitamente
sincronizado com o ciclo claro/escuro. O controle circadiano é tal que a producéo de
MLT é predominantemente circunscrita a noite, independente do habito
comportamental e da atividade/descanso das diferentes espécies de mamiferos
(diurnas, noturnas ou crepusculares), ou seja, é considerada a expressao quimica da
escuriddo (CIPOLLA-NETO et al.,, 2014; REITER, 1991). A MLT sintetizada
endogenamente é de grande importancia e a deterioracdo do seu ritmo circadiano,
associada a reducao da sua secrecao, € a causa de inumeras doencas (GUNATA et
al., 2020).

A natureza anfipdtica da MLT facilta sua passagem pela barreira
hematoencefélica (BHE) e possibilita seu efeito no sistema nervoso, que pode ser de
forma independente ou mediado por receptores (GUNATA et al.,, 2020). O tecido
cerebral é particularmente suscetivel ao estresse oxidativo e a alteracdo do equilibrio
redox no cérebro pode causar neuroinflamacdo e danos ao tecido nervoso. Além
disso, o desequilibrio redox tem sido considerado, entre outras, a base de doencas
localizadas nessa parte do corpo (MARTINEZ LEO e SEGURA CAMPO, 2019).

Sao bem relatados na literatura os efeitos benéficos da MLT em doencas
neurolégicas. O estudo de revisdo feito por Gunata e colaboradores (2020)
menciona ser a MLT um poderoso antioxidante, eliminador de radicais livres,

regulador do sistema imunoldgico, anti-inflamatério e regulador do ritmo circadiano.
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Esse horménio neutraliza as espécies reativas de oxigénio (EROs) e as converte
enzimaticamente em espécies menos prejudiciais (REITER et al., 2018). No entanto,
nao se sabe ainda se, no Sistema Nervoso Central (SNC), a sua administragdo em
doses altas teria efeito contrario (pré-oxidante) sobre parametros comportamentais e
eletrofisiol6gicos, como ja demonstrado para outras moléculas antioxidantes
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014).

Os niveis de MLT sao baixos em pacientes com doencas neuroldgicas, como
acontece na epilepsia (SANCHEZ-BARCELO et al., 2017). Esse horménio pode ter
um efeito protetor na epilepsia por meio de suas propriedades antioxidantes,
antiexcitotoxicas e de eliminacdo de radicais livres no SNC (AKYUZ et al., 2021).

Aléem de seu papel fundamental na eliminacdo de radicais livres, a MLT é
capaz de melhorar déficits neurocomportamentais (KOCIC et al., 2017; RODRIGUEZ
et al., 2004). A MLT pode interagir com outros sistemas fisiolégicos e/ou
neurotransmissores para controlar comportamentos como ansiedade e depressao,
conforme demonstrado anteriormente em varios trabalhos (LAMTAI et al., 2021;
OUAKKI et al., 2013; ZAHRA et al., 2012).

Em modelos animais, a MLT demonstrou ser altamente eficaz na reducgéo da
perda neuronal e na melhoria de processos cognitivos. Portanto, mostra que pode
ser usada tanto no tratamento quanto na profilaxia de doencgas neurodegenerativas,
como DA, DP e epilepsia, que incluem inflamacdo e producdo de EROs em sua
patogénese (GUNATA et al., 2020).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da
administracdo crbnica da MLT, sobre parametros comportamentais e

eletrofisiol6gicos, como seré descrito mais adiante.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MELATONINA E SISTEMA NERVOSO CENTRAL
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Em complementacdo ao que ja foi dito acima, pode-se afirmar que a MLT é
um hormoénio versétil, que é secretado principalmente pela glandula pineal no
cérebro humano e é conhecida por regular varios processos fisiologicos por foto-
periodicidade. Além da glandula pineal, a MLT € produzida em varios locais no SNC,
incluindo o nucleo gréacil, a ponte, a medula espinhal, o cerebelo e o cértex cerebral
(JIMENEZ-JORGE et al., 2007). Evidéncias experimentais demonstraram que tanto
neurbnios quanto astrocitos podem sintetizar a MLT, que é critica para manter a
homeostase celular e a sobrevivéncia ap6és uma lesdo cerebral (ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2014; LIU et al., 2007, 2012; WU et al., 2017).

Figura 1. Sintese da melatonina (MLT) pela glandula pineal em sincronizacdo com o ciclo claro/escuro.

MELATONINA

Glandula pineal

NOITE 2| DA ) NOmE)

FONTE: Préprio autor baseado no trabalho de Gurunathan e colaboradores (2020).

A sintese de MLT acontece através de uma mensagem relacionada ao
ambiente de luz que é transferida para o relégio biolégico central, o nucleo
supraquiasmatico (NSQ), no hipotalamo através do trato retino-hipotalamico, que
esta embutido no nervo 6ptico. O NSQ é um centro de retransmissao critico que
transmite um sinal neural para a glandula pineal (OWENS et al., 2012; REITER et
al., 2014). A mensagem neural chega aos pinealécitos através do sistema nervoso
simpatico central e periférico, liberando norepinefrina exclusivamente durante a fase
escura da noite, desencadeando a conversdo enzimatica do triptofano em MLT. A
triptofano-5-hidroxilase converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano, que é convertido
em serotonina pela 5-hidroxitriptofano-descarboxilase, que, por sua vez, é acetilada

em N-acetilserotonina pela arilalquilamina-N-acetiltransferase (enzima limitante) e N-



17

acetilserotonina € convertida em MLT pela acetilserotonina-O-metiltransferase
(CIPOLLA-NETO e AMARAL, 2018; DRIJFHOUT et al., 1996; KAPPERS, 1960)

A norepinefrina ativa os receptores adrenérgicos 1 € aip que aumentam a
atividade da adenosina 3,5-monofosfato ciclico (AMPc) e da proteina quinase A
(PKA), aumentando a fosforilagdo da proteina de ligagdo ao elemento de resposta
do cAMP (CREB) e a atividade de arilalquilamina-N-acetiltransferase, entre outros
mecanismos, levando a ativagédo da sintese de MLT (CIPOLLA-NETO e AMARAL,
2018; KLEIN et al., 1992; MARONDE et al., 1999).

Uma vez sintetizada, a MLT ndo é armazenada, rapidamente é liberada na
circulacdo sistémica sanguinea (onde se liga a albumina) e para o liquido
cefalorraquidiano (LCR), atingindo diversas areas do SNC e todos os 0rgaos
periféricos. A meia-vida da MLT no sangue é de aproximadamente 40 minutos em
humanos, pois €é convertida em 6-hidroximelatonina e conjugada com 6-
sulfatoximelatonina no figado e rins para posterior excrecdo urinaria (MA et al.,
2005). No SNC, a MLT €& metabolizada em N-1-acetil-N-2-formil-5-
metoxiquinuramina que é convertida em N-acetil-5-metoxiquinuramina (CIPOLLA-
NETO e AMARAL, 2018; HARDELAND, 2017; HIRATA et al., 1974).

Os receptores da MLT, MT1 e o MT2, sdo acoplados a proteina G de alta
afinidade e foram encontrados em varias areas do SNC, incluindo o hipotalamo
mediobasal, thdlamo, cortex temporal, parietal e frontal, hipocampo, a area pré-optica,
ganglios da base, area postrema, retina, cerebelo e pars tuberalis (DUBOCOVICH et
al., 2010; JOCKERS et al., 2016).

A MLT pode realizar algumas de suas atividades por interacdo com um grupo
de receptores nucleares referidos como receptores o6rfaos de retindides (ROR).
Esses receptores nucleares contém um dominio terminal NH2, um dominio de
ligacdo ao DNA, um dominio de ligacdo ao ligante (no terminal COOH), um dedo
duplo de zinco e uma regido de dobradica (REITER et al., 2014).

Além de suas a¢Bes mediadas por seus multiplos receptores descritos
anteriormente, a MLT também pode agir diretamente nas espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS), ou seja, por meios nao
mediados por receptores (REITER et al., 2009). Como alguns outros sequestradores
de radicais classicos, os principais mecanismos quimicos pelos quais a MLT captura

os radicais incluem a transferéncia de um Unico elétron e a transferéncia de
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hidrogénio, mas outros processos ainda a serem definidos podem estar envolvidos
(GALANO, 2011).

Além disso, os metabdlitos da MLT (ciclico-3-hidroxi-melatonina, N1-acetil-N2-
formil-5-metoxiquinuramina e N*-acetil-5-metoxiquinuramina) fornecem protecéo
adicional contra danos oxidativos pelos mesmos mecanismos descritos acima para a
MLT. (GALANO et al., 2013; 2014; REITER et al., 2014; RESSMEYER et al., 2003;
TAN et al., 1999; 2014).

As concentracfes séricas de MLT variam consideravelmente com a idade, e
0s bebés secretam niveis muito baixos de MLT antes dos 3 meses de idade. A
secrecdo de MLT aumenta e se torna circadiana com o desenvolvimento infantil
(TORDJMAN et al., 2017). No entanto, estudos mais recentes sugerem que 0 ritmo
da MLT é estabelecido por volta dos 3 meses de idade no desenvolvimento tipico,
ao mesmo tempo em que 0s bebés comecam a ter ciclos de sono-vigilia mais
regulares associados ao sono noturno com duragéo de 6-8 h (JOSEPH et al., 2014).

Os efeitos imediatos em mamiferos noturnos (por exemplo, ratos,
camundongos, morcegos) causados pela presenca real da MLT, sdo a sensibilizacéo
do organismo a agéo da insulina, potencializando as vias de transducédo do receptor
de insulina ou sua acédo periférica, aumentando principalmente GLUT4 e a captacdo
de glicose nos tecidos muscular e adiposo. Também é demonstrado que a auséncia
ou reducdo da producdo de MLT durante a noite induz resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose. Os mesmos efeitos foram demonstrados em camundongos
knockout para MT1 e/ou MT2. De fato, a producdo noturna de MLT é um dos
principais determinantes da sensibilidade fisioldgica a insulina durante o dia em
humanos e durante a noite em roedores noturnos (CIPOLLA-NETO e AMARAL,
2018).

A sua baixa toxicidade (WANG, 2009) e elevada capacidade de cruzar a BHE
(BARS et al., 1991) possibilita que a MLT se ligue a seus receptores no SNC
(SHEKLETON et al., 2007). As estruturas neurais do cérebro podem captar a MLT
rapidamente, e o SNC pode utiliza-la em altas concentragbes para se proteger
contra danos induzidos por estresse oxidativo (CUZZOCREA e REITER, 2001,
GURUNATHAN et al., 2020; REITER et al., 2005).

A MLT exibe vérias atividades benéficas no organismo e a auséncia de
secrecdo, reducdo da expressao dos seus receptores ou diminuicdo no seu nivel

sérico, levam a inumeras disfuncfes e doencas. Estudos pré-clinicos demonstraram
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gue a MLT reduz lesdes, sintomas e aspectos funcionais de varios distlrbios no
SNC (GURUNATHAN et al., 2020; ROSALES-CORRAL et al., 2011)

Estudos utilizando diversos modelos de disturbio do SNC, incluindo doenca
de Parkinson, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose lateral
amiotrofica, trauma neural e lesdo de isquemia/Reperfusdo demonstraram que a
MLT pode proteger o cérebro de varios tipos de toxicidade (ESPOSITO e
CUZZOCREA, 2010; LEE et al., 2005; 2006; PAREDES et al., 2015; REITER, 1995).
A MLT protege contra a perda morfolégica neural e destruicdo funcional, além de
proporcionar protecdo cerebral ao induzir a suprarregulacdo de fatores
antiapoptéticos e reducdo do fator pré-apoptético na lesdo isquémica
(GURUNATHAN et al., 2020; WANG et al., 2013; YANG et al., 2014).

A supressao de sinais pro-inflamatérios pela MLT tem sido documentada
repetidamente. Os achados respectivos dizem respeito principalmente a regulagéo
negativa da sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) (DENG et al., 2006; ESCAMES
et al., 2006; LEON et al. 2006; LOPEZ et al., 2006) e ciclooxigenase-2 (COX-2)
(DENG et al., 2006; MAYO et al., 2005); a supressao da ativacdo do inflamassoma,
especialmente do NLRP3; o antagonismo de NF-kB vs. Nrf2; e a reducdo da
liberacé@o de citocinas pro-inflamatorias, conforme resumido em revisdes pertinentes
(FAVERO et al., 2017; HARDELAND, 2017; 2018; 2019; 2021; HARDELAND et al.,
2015).

Evidéncias adicionais realizadas por Sharma et al. (2006) e Singhal et al.
(2011) mostraram a acdo da MLT na neuroprote¢céo por meio do aumento dos niveis
de enzimas antioxidantes. Assim, existem evidéncias suficientes que chamam a
atencao para o fato de que a secrecao prejudicada de MLT pode estar relacionada
com o desenvolvimento e/ou com o progresso de doengas neurodegenerativas como
a doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson e doega de Huntingion.

A concentracdo de MLT esta pode estar associada a gravidade de distarbios
neurolégicos, como aqueles que ocorrem no traumatismo cranioencefalico (TCE)
(SEIFMAN et al., 2008), em distarbios de humor (BUMB et al., 2016) e delirios
(ANGELES-CASTELLANOS et al., 2016). A desregulagéo da sinalizagdo de MLT no
cérebro constitui um fator de risco causal para doencas neurodegenerativas e
transtornos de humor. A MLT é efetivamente usada para tratar distarbios de sono,
alteracdes de ritmos circadianos, distirbios depressivos, além de melhorar o
aprendizado e a memoéria (GURUNATHAN et al., 2020).
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Alguns eventos que acontecem no periodo de desenvolvimento podem
influenciar a funcéo cerebral durante o envelhecimento. Em um estudo com recém-
nascidos, observou-se menos episédios de convulsdo e anomalias cerebrais em
recém-nascidos que receberam MLT na dose de 10 mg/kg, 5 vezes ao dia
(ARTEAGA et al.,, 2017). A expectativa de vida foi aumentada sem qualquer
deterioracdo neuroldégica ao longo de um periodo de 6 meses. Por esta razéo,
acredita-se que a MLT possa exercer uma acao protetora contra danos cerebrais
observados em bebés recém-nascidos.

A MLT pode ter um papel benéfico no mecanismo de neuroprotecdo contra a
epilepsia ndo tratada. O seu uso em pacientes com epilepsia é devido as suas fortes
propriedades antioxidantes. Estudos demonstraram que a administracdo de MLT em
pacientes com epilepsia recebendo a medicacdo anticonvulsivante carbamazepina
resulta em forte efeito terapéutico (GUNATA et al.,, 2020; GUPTA et al., 2004,
MOLINA-CARBALLO et al., 1997).

A hemorragia subaracnodidea (HSA) € uma doenca que se acompanha de alta
morbidade e mortalidade. Foi demonstrado que a MLT ajuda a reduzir a lesédo
cerebral precoce com suas propriedades neuroprotetoras, anti-inflamatérias e de
regulacéo endotelial, contribuindo para aumentar a qualidade de vida (KAVAKLI et
al., 2004). Estudo em ratos realizado por Ersahin e colaboradores (2009) investigou
a inflamacéo no tecido cerebral ap6s a injecdo de MLT (10 mg/kg, i.p.) na cisterna
magna. Como resultado, obteve-se reducdo da producdo de peroxidacao lipidica, a
liberagéo de glutationa no cérebro de ratos e a infiltracdo de neutrdéfilos nos tecidos,
tendo a MLT também contribuido para a protecédo do sistema neurolégico 48 horas
apos a HSA.

Outro estudo realizado por Chen e colegas em 2014 confirmou que as
propriedades antiapoptoéticas e anti-inflamatérias da MLT reduziram a mortalidade
por edema cerebral e sangramentos, contribuindo para a melhora do

desenvolvimento neuroldgico.

Figura 2. Potenciais mecanismos e efeitos benéficos da MLT no SNC.
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2.2 MELATONINA, COMPORTAMENTO DE ANSIEDADE E MEMORIA
O tratamento com MLT foi inicialmente utilizado para modulacédo do reldgio

biolégico e reproducdo sazonal em organismos vivos. No entanto, outros estudos
revelaram diversos efeitos farmacolégicos, incluindo efeito antioxidante (OLAYAKI et
al., 2018; REITER et al., 2016; ROMERO et al., 2014; SRINIVASAN, 2002), anti-
inflamatério (CHIBOWSKA et al., 2020; PERMPOONPUTTANA e GOVITRAPONG,
2013; YU et al., 2017), ansiolitico (HUANG et al., 2017; NARANJO-RODRIGUEZ et
al., 2000), antidepressivo (RAMIREZ-RODRIGUEZ et al., 2020; SINGH e JADHAV,
2014), anticonvulsivante (MOLINA-CARBALLO et al., 2007; MUNOZ-HOYOS et al.,
1998) e atividade antiapoptética (HE et al., 2010).

Estudo realizado por Lamtai e colaboradores (2021) mostrou que a
administracdo crénica de MLT produz um potente efeito do tipo ansiolitico e
antidepressivo em ratos. Entre os mecanismos pelos quais se supde que a MLT
produz esses efeitos estd a modulacdo de sistemas neurotransmissores (5-
hidroxitriptamina e a dopamina) ligados a processos emocionais, embora o

mecanismo exato ainda esteja em debate.
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Outro beneficio da MLT é a sua influéncia para a formacdo da memodria no
hipocampo, uma estrutura limbica no cérebro conhecida por ser responsavel pela
formacao de certos tipos de memoria (EL-SHERIF et al., 2003; NEELY et al., 2019).
A estimulacédo nos niveis de mMRNA da enzima superoxido dismutase (SOD) apos
injecBes de MLT (50 e 500 pg/kg) foi confirmada por Kotler et al. (1998) em cérebro
de rato. Tais efeitos protegem e melhoram a neurotransmissao e a funcdo neuronal,
levando assim a uma melhora gradual na funcdo da memodria e evolugdo dos
transtornos de humor. A MLT demonstrou ser protetora contra danos neuronais no
hipocampo, resultando em melhora do aprendizado e da memdria devido a sua forte
propriedade antioxidante (SOLEIMANI et al., 2017).

Vérios trabalhos demonstraram uma relacdo entre estresse oxidativo e a
etiologia das disfuncbes afetivas e cognitivas (MAES et al., 2011; RAHMAN et al.,
2009), sendo o hipocampo uma regido muito suscetivel ao estresse oxidativo
(TANIGUTI et al., 2018). Sitios de ligacao e receptores de MLT (MT1 e MT2) foram
encontrados no hipocampo de varios animais, sugerindo que a MLT atua por meio
de receptores especificos em varias funcées neuronais das células do hipocampo
(LAUDON et al.,, 1988; MAZZUCHELLI et al.,, 1996; , MUSSHOFF et al.,, 2002;
NONNO et al., 1995; WAN et al., 1999).

Estudo realizado em 2021 observou que a administracdo de 4mg/kg de MLT
em ratos de ambos os sexos com 8-9 semanas de idade por 8 semanas protegeu de
disfungbes afetivas e cognitivas geradas pela administragcdo de cobre. No presente
estudo, a MLT reduziu do nivel de TBARS no hipocampo, aliviou o efeito neurotoxico
do oxido nitrico causado pelo cobre, aumentou a expressdo génica de enzimas
antioxidantes e reduziu alteragbes na regido CA3 do hipocampo, que desempenha
um papel critico no humor e na funcdo da memoria, preservando o niamero normal
de neurbnios (LAMTAI et al., 2021b).

Em um estudo duplo-cego controlado por placebo, o consumo de MLT
atenuou a epilepsia em criancas (GUPTA et al., 2004). Acredita-se que a melhora
no funcionamento fisico, emocional e comportamental dependam da MLT. Isso
indica que esse horménio pode ser usado para esses fins em pacientes com
epilepsia. Os beneficios da MLT nos distdrbios de sono e os efeitos reguladores no
ritmo circadiano sdo mencionados acima, e a epilepsia esta intimamente relacionada
ao sono. A reducao dos problemas de sono causa efeitos positivos na epilepsia
(GUNATA et al., 2020).
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Em um estudo realizado por Hampshire e colegas (2020), pessoas que se
recuperaram do COVID-19, incluindo aquelas que nao relataram mais os sintomas,
exibiram déficits cognitivos significativos. "Névoa do cérebro”, ou seja, um quadro
com confusao, esquecimento, incapacidade de se concentrar, fadiga e baixa energia
mental (RAJ et al., 2018; WELLS et al.,, 2020) pode ser, portanto, uma grande
sequela emergente de infeccdo por COVID-19. Neste contexto, as propriedades
neuroprotetoras da MLT merecem consideracdo (CARDINALI, 2019). Dados
publicados usando MLT nos estagios iniciais do declinio cognitivo mostrou que a
administracdo desse hormodnio, todas as noites antes de dormir, é benéfica para
doencas que afetam o desempenho cognitivo (CARDINALI et al., 2014; CARDINALI
et al., 2020).

Diante disso, os dados clinicos e experimentais revelam um quadro complexo
de mecanismos e alvos bioldgicos que podem ser influenciados pela MLT no
cérebro. Isso apoia o papel compartilhado e evolutivamente conservado da MLT na

regulacédo de processos neurocomportamentais.

2.3 MELATONINA E DAC
A depressdo alastrante cortical (DAC) foi descrita pela primeira vez

pelo cientista Brasileiro Aristides A. P. Ledo em 1944 como uma “onda” de redugao
da atividade cortical espontanea, que se propaga por toda a superficie do cérebro,
em resposta a estimulacdo elétrica, mecanica ou quimica em um ponto do tecido
cortical (LEAO, 1944a). Essa depressdo dura alguns minutos e se propaga de forma
concéntrica, com uma velocidade de 2 a 5 mm/min (GUEDES, 2011). O fenébmeno é
totalmente reversivel; a atividade elétrica cortical € completamente recuperada 5 a
10 minutos apés a deflagracdo da DAC, comecando a recuperar-se a partir do ponto
estimulado e deixando-o pronto para receber um segundo estimulo.

Simultaneamente a depressdo da atividade elétrica espontanea, ocorre uma
variacao lenta de voltagem na superficie cortical, tornando-se o ponto sob a acéo da
DAC mais negativo do que na situacdo basal. Essa variacdo negativa, cuja
amplitude situa-se entre -5 e -20 mV, € em geral seguida, e ocasionalmente
precedida, de uma fase positiva de menor amplitude (LEAO, 1947).

Os estudos originais de Ledo mostraram que a DAC pode ocorrer em quase
todas as regifes do cortex e que é acompanhada de uma dilatacdo seguida de
constricdio dos vasos sanguineos piais, influenciado pela hipéxia (LEAO, 1944b;
1945; 1947). A depresséo da atividade observada no eletroencefalograma (EEG) é
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causada por uma falha aguda da homeostase dos ions cerebrais e efluxo de
aminoacidos dos neurbnios, que € de alguma forma semelhante & penumbra
isquémica (IFTIKHAR et al., 2020; STRONG et al., 1983; VYSKOCIL et al., 1972)

Durante a DAC, ocorre um aumento na concentracdo de ions potassio no
liguido extracelular, de 3 mmol/L (em média) para até 60 mmol/L. Por outro lado, a
concentragdo de ions calcio diminui de 1 mmol/L para 0,1 mmol/L, assim como a
concentracéo de cloreto diminui de 120 mmol/L para 70 mmol/L. A0 mesmo tempo,
h&a um declinio no pH de 7,3 para ~ 6,9, enquanto também ha uma diminuicdo de
50% nas dimensfes do espaco extracelular para ajudar a regular o movimento da
agua para os neurbnios (KRAIG e NICHOLSON, 1978; MUTCH e HANSEN, 1984;
PUSIC et al., 2015)

O movimento da agua para os dendritos resulta em intumescimento (edema)
reversivel dos neurbnios e alteracdo das espinhas dendriticas, enquanto o volume
dos astrécitos permanece constante. Isso estd de acordo com o envolvimento dos
neurénios na DAC. Ocorre a normalizacdo espontanea da concentracdo de ions e
dimensdes do espaco extracelular apés 30 segundos a um minuto, mas a
concentragcdo de ions calcio e o pH extracelular demoram mais para se recuperar
(IFTIKHAR et al., 2020).

Em 1956, Grafstein observou, em gatos, que regibes corticais que foram
estimuladas repetidamente para produzir a DAC acabariam por produzir potenciais
de menor amplitude, sugerindo a liberagdo de uma substéncia intracelular. Essa
fatigabilidade dos neurdnios poderia ser regenerada pela suplementacdo do meio
com cloreto de potassio, levando Grafstein a postular que o ion chave para a
propagacdo da DAC deve ser o potassio. A DAC é deflagrada experimentalmente
com substancias como o potassio, acetilcolina e glutamato, bem como em condi¢des
de hipoxia, hipoglicemia, acidente vascular cerebral (AVC), HSA, TCE e convulsdes
(BOSCHE et al.,, 2010; DOHMEN et al., 2008; DREIER et al., 2002; 2011; 2013;
EICKHOFF et al., 2014; HARTINGS et al., 2011; PETZOLD, 2008; SOMJEN, 2005;
TEIVE et al., 2005). Ainda nao esta claro o mecanismo pelo qual a DAC é iniciada.
No entanto, uma ligeira elevacdo no nivel de ions potassio e alguns
neurotransmissores sdo suficientes para iniciar a sua propagagédo (ROGERS et al.,
2017).

Quanto a sua ocorréncia, a DAC tem sido demonstrada néo s6 no cérebro de

mamiferos, incluindo o homem, mas em todas as espécies de vertebrados
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investigadas até agora, incluindo aves, répteis, anfibios e peixes (ver Guedes e
Abadie-Guedes, 2019, para uma pequena revisdo). Por ultimo, a DAC foi também
descrita no sistema nervoso de invertebrados (Locusta migratdria) e insetos
(Drosophyla melanogaster) (SPONG et al., 2016). Em vertebrados, o fenébmeno ja foi
evidenciado em varias estruturas do SNC como nucleo caudado, tubérculo
quadrigémeo, bulbo olfatorio, cértex cerebelar, teto 6éptico e medula espinhal
(BERGER et al., 2008; FIFKOVA et al., 1961; GORJI e SPERCKMANN, 2004;
GUEDES et al., 2005; STREIT et al., 1995).

Alguns disturbios neuroldgicos importantes sdo postulados como tendo a DAC
participando de sua patogénese. Este € o0 caso da migranea (antigamente
denominada de enxaqueca), lesdo cerebral traumatica (LAURITZEN, 1987,
HARTINGS et al., 2009, 2011; SADEGHIAN et al., 2018; TORRENTE et al., 2014;
VINOGRADOVA, 2018), HSA (DREIER et al., 2006, 2009) epilepsia (GUEDES e
CAVALHEIRO, 1997; MESGARI et al., 2017) e AVC (TAKANO et al., 1996; ver
LAURITZEN e STRONG, 2017 para uma visado geral). Modelos murinos atuais séao
mais refinados do que aqueles do passado. Além disso, o registro da atividade
elétrica tornou-se mais viavel nos estudos modernos. Isso inclui o uso de
eletrocorticograma (ECoG), bem como imagens de sinais Opticos intrinsecos. A
imagem do sinal optico intrinseco mede as alteracdes da refletancia cortical em
resposta as alteracbes hemodinamicas e € capaz de visualizar a inducdo,
propagacéao e término da DAC comparativamente ao EcoG (SOLDOZY et al., 2020).

Em estudo feito por Ebert e colaboradores (1999), verificou-se que a
administracdo de MLT no evento da DAC em retina de galinhas desfavoreceu a
propagacdo da onda, assim como também mostrou ter uma recuperagdo mais rapida
do tecido. O estudo realizado por Le Grand e colaboradores (2006), mostrou que,
além de seu papel na condicdo fisiolégica normal, a MLT também é eficaz na
atenuacao da hiperemia induzida pela DAC. Esse mesmo estudo revela um impacto
substancial da DAC nas células endoteliais: um aumento no numero de vesiculas
pinociticas e microvilosidades pode refletir aumento no transporte transendotelial.

O efeito da MLT na prevencao de alteragdes estruturais do tecido cerebral foi
relatado anteriormente em varias condic¢des, incluindo HSA, infarto cerebral, etc. Os
mecanismos subjacentes a esse efeito preventivo podem envolver a antioxidacao e
manutencao e/ou aumento da atividade do gene da enzima ciclooxigenase-1 (AYDIN
et al., 2005; ZOU et al., 2006).
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Diante do cenario acima descrito, que justifica o presente estudo, a hipotese é

que a MLT possa exercer atividade antioxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL
Investigar em ratos jovens os efeitos da administracdo precoce de MLT sobre

parametros comportamentais e eletrofisiologicos cerebrais.

3.2 ESPECIFICOS
No periodo entre 7 e 27 dias de vida, administrar duas doses de MLT (10

mg/kg/d e 40 mg/kg/d) em dois grupos distintos de animais experimentais; nos

animais tratados como acima descrito,

- Avaliar a evolugao ponderal e a glicemia dos animais, como indicadores de seu
desenvolvimento;

- Detectar alteragcbes comportamentais sugestivas de disturbios de ansiedade e
memoria (avaliadas no aparelho de campo aberto e labirinto em cruz elevado)
decorrentes do tratamento crénico com as diferentes doses de MLT;

- Identificar se o tratamento crénico com as diferentes doses de MLT altera
parametros eletrofisiologicos da DAC (velocidade de propagacdo, amplitude e
duracéo);

- Avaliar se os efeitos comportamentais e eletrofisiolégicos da MLT séo dependentes

da dose administrada.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS
Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Pernambuco
(protocolo de aprovacdo n° 0006/2020), cujas normas atendem aquelas
estabelecidas pelo National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (Bethesda, MD, Estados Unidos). Ratos Wistar machos e fémeas recém-
nascidos foram amamentados em ninhadas com oito filhotes. Apés o desmame, no
dia pés-natal (DPN) 21, os filhotes passaram a ter livre acesso a 4gua e a mesma
racdo comercial usada na manutencdo do biotério que foi previamente oferecida as
suas maes (Tabela 1). Os filhotes desmamados foram separados por sexo e
alojados em gaiolas de polipropileno (51 cm x 35,5 cm x 18,5 cm) sob temperatura
controlada (23 £ 1 ° C) com um ciclo de 12h de luz: 12h de escuridao (luzes acesas
as 20h). Apenas os filhotes machos (N = 40) foram usados neste estudo para evitar

a influéncia dos niveis oscilantes dos hormoénios ovarianos.

Tabela 1 — Composicdo centesimal e distribuicdo de macronutrientes por 100g de racdo comercial
padréo para roedores Nuvilab®.

DIETA PADRAO COMERCIAL

VET (kcal/kg) 3,5
Proteina (g/1009) 25,5
Carboidrato (g/1009) 52,0
Lipidio (g/100g) 4,1
Umidade (g/100g) 9,8
Cinzas (g/100g9) 8,5

4.2 TRATAMENTO COM MLT
A MLT (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi administrada em dias

alternados, sempre as 14h [conforme sugere Cipolla-Neto e Amaral (2018)], do
DPN7 ao DPN27, ou seja, onze dias de tratamento. Dois grupos de ratos (n=10 por
grupo) receberam em dias alternados, por via intraperitoneal, dosagens de 10 ou 40
mg/kg/dia de MLT (grupos MLT10 e MLT40, respectivamente). A MLT foi dissolvida
em 0,1 ml de NaCl contendo 5% de etanol. (REDINS et al., 2001). Esses dois grupos
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experimentais foram comparados com dois grupos controle, um dos quais foi tratado
com o veiculo usado para dissolver a MLT (grupo VEICULO; n=10) e o outro grupo
nao foi tratado (grupo INTACTO; n=10). A escolha das doses foi feita de acordo com

pesquisas prévias na literatura.

4.3 PESOS CORPORAIS
O peso corporal foi medido usando-se uma balanca digital de precisao

(XTRAD, modelo XT-212) no DPN7, DPN14, DPN21, DPN28 e no dia em que foi
realizado o registro eletrofisiolégico da DAC.

4.4 ANALISE DA GLICEMIA
As concentragdes plasmaticas de glicose foram determinadas em amostra de

sangue (uma gota) da cauda do animal usando glicosimetro (Roche, Accu-Chek
Active) duas vezes, sendo a primeira vez 4 horas antes da administracdo de MLT e a
segunda vez 4h ap0s a administragdo de MLT no DPN27, como sugerido por
Cipolla-Neto e Amaral (2018).

4.5 TESTES COMPORTAMENTAIS
Os animais foram testados quanto ao comportamento de ansiedade no

aparelho de campo aberto (CA) e no labirinto em cruz elevado (LCE). No CA, os
animais também foram testados quanto a memaria de reconhecimento de objetos.
Os testes foram realizados em uma sala com atenuacao de som e baixa intensidade
de luz (luz vermelha). Antes de cada teste, o animal foi introduzido por 20 minutos na
sala de teste para se adaptar ao ambiente (periodo de adaptacdo). Cada um dos
dois testes de comportamento de ansiedade (CA e LCE) consistiu em uma sessao
de 5 minutos, enquanto cada um dos testes de memoadria de reconhecimento (de
posicédo espacial e de formas, RP e RF) consistiu em duas sessbes de 5 minutos
(designadas como sessao de treino e sesséo de teste), separadas por um intervalo
de 40 minutos.

Todos os testes comportamentais foram realizados entre DPN30 e DPN34 na
seguinte sequéncia temporal: primeiro, os animais foram testados para ansiedade no
CA (DPN30). Nos dois dias seguintes, utilizando o mesmo aparelho de campo
aberto, os animais foram testados para as duas tarefas de memoéria de
reconhecimento: de posi¢cao espacial - RP (DPN31) e reconhecimento de formas RF

(DPN32). Para a tarefa de RP, os objetos escolhidos foram idénticos, do mesmo
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material (vidro), com possibilidades de interagdo semelhantes. Para o RF, um
desses objetos foi substituido (na sessdo de teste) por um objeto com geometria
distinta (diferente forma, altura e cor) que podia ser facilmente discriminada.
Acredita-se gque isso minimize a influéncia das preferéncias naturais (VIANA et al.,
2013). O critério para definir a exploragdo foi baseado na 'operagéo ativa', ou seja,

guando o animal estava tocando objetos pelo menos com o nariz.

4.5.1 Comportamento indicativo de ansiedade: testes no aparelho de campo aberto

(CA) e no labirinto em cruz elevado (LCE)

O CA e o LCE tém como objetivo avaliar a capacidade do animal, durante o
teste, de reconhecer locais ansiogénicos (bracos abertos no LCE e a parte central do
CA), onde geralmente passa menos tempo durante o teste (CALZA et al., 2010).

O CA consiste em uma arena circular, feita de madeira, com um diametro de
89 cm cercada por uma parede, também de madeira, de 52 cm de altura. Para o
teste no CA, apos o periodo de adaptacao, a atividade do animal foi avaliada por 5
minutos. O centro do CA foi definido como uma &rea com didmetro de 62 cm.
Tomamos as seguintes medidas no CA: niumero de entradas do animal na area
central, porcentagem de tempo gasto nessa area central, distancia percorrida e
tempo de imobilidade. Consideramos que o animal entrou no centro do CA quando
suas quatro patas entraram no centro. Este teste foi realizado no DPN30. Em
seguida, foram realizados os testes de reconhecimento de uma posi¢do espacial
nova (DPN31) e de uma forma nova (DPN32) de objetos colocados no CA. ApGds um
intervalo de 48 horas, os animais foram testados no LCE (DPN34).

Uma camera de video registrou a atividade comportamental do animal. A
atividade registrada foi posteriormente analisada com o software ANYmaze® (versado
4,99 m). O LCE (elevado a 55 cm do chao) foi feito de madeira envernizada,
composto por dois bracos abertos e dois fechados, sendo esses Ultimos
perpendiculares aos bracos abertos (cada um medindo 49 cm x 10 cm), conectados
por um quadrado central (10 cm) onde o animal era colocado para iniciar o teste.
Apoés o periodo de adaptacdo, o animal foi colocado no quadrado central voltado
para um braco aberto. Foram avaliados os seguintes parametros no LCE: niumero de
entradas nos bragos abertos, tempo gasto nos bracgos abertos, distancia percorrida e
tempo de imobilidade. Consideramos que o animal entrou em um dos bracos do LCE

quando suas quatro patas entraram no braco.
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Apoés cada teste, o aparelho foi higienizado com uma solucdo 70:30 etanol:
agua. Os animais foram testados aleatoriamente entre 8h e 13h.

4.5.2 Comportamento indicativo de memodria: testes de reconhecimento de objetos
Esses testes tém como objetivo avaliar a capacidade do animal de reconhecer

uma forma, ou uma posicdo espacial desconhecida de um objeto. E baseado na
tendéncia natural do animal, durante o teste, de passar mais tempo explorando um
objeto novo em vez de outro objeto que ja lhe é familiar, porque foi previamente
explorado (FRANCISCO e GUEDES, 2015). Ennaceur e Delacour (1988) e Dere e
colaboradores (2005) descreveram esses métodos para o0s testes de
reconhecimento de objetos que séo brevemente resumidos a seguir:

(1) Para avaliar o reconhecimento de uma nova localizacdo espacial,
inicialmente dois objetos idénticos (A e B) foram colocados no aparelho de campo
aberto, e o animal os explorou por 5 minutos. Apés um intervalo de 40 minutos, o
animal retornou ao campo aberto (segunda sessdo) na presenca dos mesmos
objetos (A e B); entretanto, neste segundo momento, o objeto B foi localizado em
uma nova posicado espacial. Se o animal identificar a posicdo desconhecida, ele

gastara mais tempo explorando o objeto nesta nova posicéo.

Figura 3. Imagens da primeira e segunda sesséo do teste de reconhecimento de uma nova

localizacdo espacial no campo aberto.

FONTE: Proprio autor.
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(2) Na discriminacdo de formas, dois objetos idénticos (A e B) foram
posicionados na arena para a primeira analise de 5 minutos. Apés intervalo de 40
minutos, 0s animais retornaram a arena (segunda sessdo de 5 minutos). Para esta
sessdo, 0 objeto B foi substituido por outro, C (desconhecido), com uma forma
diferente. O animal demonstrard que pode diferenciar as formas quando, nesta
segunda sessao, passar mais tempo explorando o novo objeto. Essa memdéria pode
ser melhor avaliada pelo indice de discriminacdo (VIANA et al., 2013), que é
calculado pela formula: ID = (TN-TF)/(TN+TF), em que TN e TF representam,
respectivamente, o tempo que o animal gasta explorando o objeto com caracteristica

nova e familiar (seja pela forma ou posicao espacial).

Figura 4. Imagens da primeira e segunda sesséo do teste de reconhecimento de formas no

campo aberto.

FONTE: Préprio autor.

Apoés um intervalo de 48 horas, os animais foram testados no LCE (DPN34).
Uma camera de video registrou a atividade comportamental do animal. A atividade
registrada foi posteriormente analisada com o software ANYmaze ™ (versdo 4,99
m). ApOs cada teste, o aparelho foi higienizado com uma solugdo 70:30 etanol:

agua. Os animais foram testados aleatoriamente entre 8h e 13h.
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4.6 REGISTRO DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL (DAC)
Apés os testes comportamentais, os animais foram submetidos ao registro

eletrofisiol6gico da DAC (DPN36-42). Para isso, os animais foram anestesiados com
uma mistura de 1g/Kg de uretano e 40mg/Kg de cloralose. Trés orificios trefinicos
foram perfurados no lado direito do cranio, alinhados na direcéo frontal-occipital e
paralelos a linha média. Um orificio (2-3 mm de diametro) foi posicionado no 0sso
frontal e foi usado para aplicar o estimulo (KCI) e, assim, desencadear a DAC.
Outros dois orificios (3-4 mm de didmetro), posicionados no osso parietal, foram
utilizados para registrar a onda de propagacéao da DAC. Durante a cirurgia e registro,
0os animais foram monitorados quanto a temperatura retal (37+1°C) e respiracao.
Como regra, apos a aplicacao topica de 2% de KCI (aproximadamente 270 mM) por
1 minuto em um ponto da superficie cortical exposta, uma Unica onda de DAC foi
eliciada na éarea frontal. A aplicacdo de KCI foi repetida a cada 20 minutos por um
total de 4 horas. A DAC foi registrada usando eletrodos do tipo Ag-AgCl-agar-Ringer
localizados mais posteriormente (regido parietal) no hemisfério estimulado. Um
terceiro eletrodo do mesmo tipo foi colocado nos 0sSso0s nasais e serviu cComo uma
referéncia comum para os outros dois eletrodos de registro. A velocidade de
propagacdo da DAC foi calculada a partir do tempo necessario para uma onda de
DAC cruzar a distancia entre os dois pontos de registro cortical. Nos dois locais de
registro, o ponto inicial de cada fase ascendente do componente negativo da
variacao lenta de voltagem da DAC foi usado como ponto de referéncia para calcular
as velocidades de propagacdo do fendmeno. Além disso, foram calculadas a
amplitude e a duracdo do componente negativo da DAC, como relatado
anteriormente (MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Ap6s o registro os animais foram

eutanasiados por decapitacéo.

Figura 5. Esquema experimental de acordo com a idade dos animais.

[ TRATAMENTO COM MLT GLICEMIA[ CAMPO ABERTO LAB'R!'E'EESAEI;V(',CRUZ DAC ]
DPN7-27 DPN 27 DPN30-32 DPN324 DPN36-42

FONTE: Préprio autor.
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5. RESULTADOS

5.1 PESOS CORPORAIS
Conforme ilustrado na Figura 6, ANOVA indicou que ndo houve diferenca

significativa no peso corporal foi encontrada entre os grupos (para 7 dias F[3,37]
0.199; p=0.896; para 14 dias F[3,33] = 0.352; p = 0.788; para 21 dias F[3,32]
0.762; p = 0.525; para 28 dias F[3,26] = 1.939; p = 0.151). A administracdo das duas

diferentes doses de MLT néo alterou o ganho de peso dos animais.

28 dias

-
o
o

21dias

Peso corporal (g)
O,
= =

Figura 6. Pesos corporais médios dos dois grupos controle (INTACTO e VEICULO) e dos dois grupos
tratados com 10mg/kg/dia e 40mg/kg/dia de MLT (grupos MLT-10 e MLT-40, respectivamente). Os
dados séo expressos como média + desvio-padrdo. Os animais foram pesados nos dias 7, 14, 21 e
28 de vida pos-natal. O tratamento com MLT ndao influenciou o ganho de peso.

5.2 GLICEMIA
Na Figura 7 mostra-se que ndo houve diferenca significativa na glicose

sanguinea dos animais dos 4 grupos. A MLT nédo exerceu efeito, de forma crbnica,
guando se comparou 0s grupos néo tratados com os grupos tratados, no DPN27.
Também nao exerceu efeito, de forma aguda, quando compara a glicose sanguinea
antes e depois da administracado de MLT nos dois grupos tratados conforme ilustrado

na Tabela 2.

Tabela 2 — Teste T-pareado para diferencas de glicemia antes e depois da administracdo de MLT no
DNP27.

Grupo Glicemia 4h antes da MLT | Glicemia 4h depois da MLT T (paired
Intacto 126,6 £9,9 129,9+6,2 0,2301
Veiculo 1274+118 128,9+£9,0 0,7143
MLT-10 1242 +15,1 121,7 £11,7 0,6326
MLT-40 125,1+8,5 128,0+12,1 0,5912
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Figura 7. Glicemia dos grupos controle (intacto e veiculo) e tratados com MLT (MLT-10 com
10mg/kg/dia e MLT-40 com 40mg/kg/dia). A glicemia foi aferida no DPN27 4 horas antes e 4
horas ap6s a administracdo de MLT; nessas condi¢des, o tratamento com MLT néo influenciou
na glicemia dos animais tratados e nao tratados.

l antes do tratamento

] apoés o tratamento

-
B
v g

. T 2 ;

704

Glicemia (mg/ml)

intacto veiculo MLT-10 MLT-40

5.3 REACOES COMPORTAMENTAIS

5.3.1 Comportamento sugestivo de ansiedade
O efeito da administracdo de MLT na atividade comportamental no teste de

campo aberto é mostrado na Figura 8 - A. A ANOVA indicou diferencas intergrupos
para os parametros “entradas na area central” do campo aberto (F [3, 28] = 8,706; p
< 0,001) e “tempo na area central” (F [3, 27] = 5,993; p = 0,003). O teste “post-hoc”
(Holm-Sidak) indicou que os animais do grupo MLT-10 entraram um maior nimero
de vezes na area central e nela permaneceram por mais tempo, em relacdo aos
outros trés grupos. Nao houve diferencas intergrupos com relacdo aos parametros
“distancia percorrida” (F [3,36] = 0,456; p = 0,600) e “tempo de imobilidade” (F [3,26]
=0,194; p = 0,899).

Os resultados do teste do LCE s&o mostrados na Figura 8 - B. A ANOVA
indicou diferencas intergrupos para dois parametros avaliados: entradas nos bracos
abertos (F [3, 25] = 4,200; p = 0,015) e tempo nos bracos abertos (F [3, 28] = 10,036;
p < 0,001). O teste “post-hoc” (Holm-Sidak) indicou que o grupo MLT-10 apresentou
maior numero de entradas nos bracos abertos, bem como maior tempo de
permanéncia nesses mesmos bragcos abertos, quando comparado com 0S grupos
controle (intacto e veiculo). Nao houve diferencas intergrupos com referéncia aos
parametros “distancia percorrida® (F [3,36] = 0,631; p = 0,600) e “tempo de
imobilidade” (F [3,35] = 0,852; p = 0,475).
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Figura 8. (A) Pardmetros comportamentais avaliados no aparelho de campo aberto (CA), medidos
guando os ratos atingiram 30 dias de idade. (B) Atividade comportamental no teste do labirinto
em cruz elevado (LCE), em ratos de 34 dias de idade. Em ambos os testes, os dados s&o
apresentados como média + desvio padrdo. Os grupos marcados, acima das barras, com letras
distintas séo significantemente diferentes (ANOVA mais teste de Holm-Sidak).

5.3.2 Comportamento no teste de memoaria de reconhecimento de objetos
Os resultados dos testes de memdria de reconhecimento de objetos

(realizados em DPN31 e DPN 32) sdo mostrados na Figura 9. O grafico superior
refere-se aos indices de discriminacao, indicativos do reconhecimento de uma nova
posicao espacial de um objeto familiar (ja conhecido). Por sua vez, o gréfico inferior
corresponde aos indices de discriminacdo indicativos do reconhecimento de um
novo objeto com formas diferentes daquelas do objeto familiar. A ANOVA revelou
diferencas intergrupos no reconhecimento espacial (F [3,29] = 7,813; p < 0,001), mas

nao no reconhecimento de formas (F [3,25] = 2,025; p = 0,136).
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Figura 9. indices de discriminag&o de ratos submetidos ao teste de memoéria de reconhecimento de
objetos. O grafico superior desta figura refere-se ao reconhecimento de uma nova posi¢do
espacial (DPN 31) de um objeto ja conhecido (ou familiar). O gréafico inferior representa o
reconhecimento de um objeto com uma forma nova (DPN 32), mas numa posicdo espacial
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familiar. Os grupos marcados com letras distintas séo significantemente diferentes (ANOVA
seguida do teste de Holm-Sidak).

5.4 CARACTERISTICAS DA DEPRESSAO ATRASTANTE CORTICAL
A aplicacdo, em um ponto do cortex frontal, de uma bolinha de algodéo (1-2

mm de didmetro) embebida com KCI a 2% (aproximadamente 270mM), por 1 min,
em intervalos de 20 min geralmente eliciou um Unico episédio de DAC, que foi
registrado pelos dois eletrodos localizados mais posteriormente no hemisfério
estimulado (ver pontos de registro 1 e 2 no diagrama do cranio na Figura 10). Um
terceiro eletrodo do mesmo tipo foi colocado nos 0sSsSoOs nasais e serviu como uma
referéncia comum (R) para os eletrodos de registro. O registro da variacédo lenta de
voltagem confirmou a presenca da DAC ap0s a aplicacdo de KCI (Figura 10 - A).

Com relacdo a velocidade de propagacdo da DAC (Figura 10 - B), a ANOVA
indicou diferencas intergrupos [F (3,37) = 85,130; p <0,001]. As comparacdes do
teste post-hoc (Holm-Sidak) mostraram que a dose mais baixa de MLT (10
mg/kg/dia) desacelerou significantemente a DAC (2,86 + 0,14 mm/min) em
comparacao com os grupos controle (3,31 £ 0,09 mm/min e 3,25 £ 0,10 mm/min;
grupo intacto e veiculo, respectivamente). No entanto, a dose mais alta (40
mg/kg/dia) acelerou significantemente a DAC (3,96 + 0,16 mm/min).

A duragédo e a amplitude do componente negativo da variagdo lenta de
voltagem, que é uma marca registrada da DAC, sdo apresentadas na Figura 10 - C
e D. A ANOVA indicou o efeito principal do tratamento [F (3, 38) = 30,570; p < 0,001
para duracéo e F (3, 36) = 9,520; p < 0,001 para amplitude]. O teste de Holm-Sidak
indicou que o grupo tratado com 10mg/kg de MLT (do DPN7 ao DPN27) apresentou
duracédo maior (96,5 = 9,1 s), quando comparado com 0s grupos controle (83,94 +
5,17 s e 82,08 + 4,02 s para 0s grupos intacto e veiculo). A duracdo média no grupo
MLT-10 foi também significativamente maior (p < 0,05) do que no grupo MLT-40
(70,7 = 4,0 s). A amplitude média nos dois grupos controle foi de 8,89 + 2,35 mV e
9,03 + 1,68 mV, respectivamente, para 0s grupos intacto e veiculo. Para os grupos
tratados com MLT (MLT-10 e MLT-40) a amplitude foi de 6,78 £ 1,20 mV e 13,23 £
2,28 mV, respectivamente, indicando que a menor dose de MLT esteve associada a

menor amplitude em relacdo aos demais grupos.
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Figura 10. Em (A) mostra-se o eletrocorticograma (E) e o registro da variacao lenta de potencial (P)
em dois pontos da superficie do hemisfério direito, mostrando a passagem da DAC. O diagrama do
cranio mostra as posi¢des 1 e 2 do registro, a posicdo do eletrodo de referéncia comum (R), nos
0SsS0S nhasais, € 0 ponto de aplicagcdo do estimulo eliciador da DAC (KCI). As linhas verticais
tracejadas indicam a laténcia da DAC para cruzar a distancia entre os eletrodos. Laténcias
respectivamente mais longas e mais curtas do que as dos grupos controle podem ser observadas nos
grupos tratados com 10 mg/kg e 40 mg/kg de MLT. B, C e D representam, respectivamente, a
velocidade da DAC (em mm/min), a sua amplitude (em mV) e a duracdo (em s), em ratos machos
com 36-42 dias de idade, ndo-tratados (grupo intacto), ou previamente tratados com solugéo veiculo,
ou 10 mg/kg/dia ou 40 mg/kg/dia de MLT. Os dados s&o expressos como média + desvio padrédo de
12 episédios da DAC por rato, que foram registrados a intervalos de 20 minutos em uma sesséo de 4
horas. A administracéo de veiculo e MLT ocorreu do dia 7 ao 27 pds-natal. Nos gréficos de barras,
grupos com letras diferentes séo significativamente diferentes (ANOVA mais teste de Holm-Sidak).
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6. DISCUSSAO
Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que documenta, no cérebro de

ratos jovens, os efeitos do tratamento crénico com MLT durante o desenvolvimento
sobre parametros comportamentais (de ansiedade e de memaria) e eletrofisiol6gicos
(depresséo alastrante) em ratos jovens. Nossos resultados indicam que, além dos
efeitos duradouros, as doses baixas e altas de MLT podem atuar respectivamente
como antioxidante e pré-oxidante no cérebro, como sugerido pelas velocidades de
propagacdo da DAC correspondentemente mais baixas e mais altas. Embora a
maioria dos estudos tenha relatado que a MLT em concentracdes fisiologicas
protege as mitocondrias de danos oxidativos, varios estudos relataram que as
concentragdes farmacoldgicas (UM a mM) de MLT induziram a geracdo de EROs em
mitocondrias isoladas de células de figado de rato, linhagens de células mesangiais
humanas e rim de camundongo (MARTINIS et al., 2012; ZHANG" et al., 2011;
ZHANG? et al., 2011; ZHANG e ZHANG, 2014).

Em roedores, processos como neurogénese, gliogénese, sinaptogénese e
mielinizacdo comegam por volta do décimo dia embrionario e se estendem até a
terceira semana da vida pos-natal (KHALAF-NAZZAL e FRANCIS, 2013). Como em
outros 6rgaos, a organizacao bioguimica e morfolégica do cérebro pode ser alterada
pelo estresse oxidativo subsequente ao desequilibrio representado pelo aumento da
producdo de EROs, por um lado, e a diminuicdo da eficacia dos sistemas
antioxidantes, por outro (GUEDES et al., 2012). Quando isso ocorre no inicio da
vida, durante o “periodo de crescimento rapido do cérebro", as consequéncias
deletérias para o funcionamento do cérebro podem ser mais graves do que quando
ocorrem no cérebro adulto (GRANTHAM-MCGREGOR, 1995; GUEDES et al., 2012;
SEIFRIED et al., 2007).

Neste estudo, os animais foram submetidos as mesmas condi¢cdes de
ingestdo e gasto caldrico; interessantemente, ndo mostraram diferengas
significativas no ganho de peso, mesmo com a administracdo de MLT (Figura 6).
Esta pode induzir a perda de peso corporal tanto por uma diminuicdo da ingestao
alimentar como também por aumento do gasto cal6rico através da termogénese (XU
et al., 2020). Em nosso estudo, embora a ingestdo e o gasto calérico ndo tenham
sido calculados, o0 ganho de peso semelhante em todos 0s grupos sugere auséncia

de efeito da MLT, nas condicbes e na faixa etaria dos animais do nosso
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experimento. Estudo anterior realizado por Agil e colegas (2011) relatou que a
administragdo de MTL (10mg/kg/dia) em animais foi capaz de reduzir o ganho de
peso em ratos ZDF com 6 semanas de idade, sendo atribuido ao aumento do gasto
energético, especialmente pelo tecido adiposo marrom. Um estudo de coorte sobre
nutricdo e estilo de vida realizado por pesquisadores em West Washington (n =
15655), encontrou uma forte relagdo entre a suplementacdo com MLT, reducéo ou
controle do peso corporal (NACHTIGAL et al., 2005).

Os animais utilizados neste estudo eram jovens e até onde se pode observar,
clinicamente saudaveis; sendo assim, ndo houve diferenca significativa na glicemia
entre os grupos tratados e controle. Sabe-se que a homeostase da glicose é
rigidamente controlada por meio de uma via complexa de mecanismos reguladores
gue envolvem varios tecidos e 6rgaos. As evidéncias existentes sdo promissoras em
relacdo ao impacto da MLT no controle glicémico em pacientes diabéticos (DELPINO
et al., 2021). Em modelos animais, a MLT parece regular o nivel da glicemia por
meio de sua capacidade de se ligar diretamente aos seus receptores nos
hepatécitos, além de regular a captacdo de glicose pelos adipoOcitos através da
modulacao da expresséao do transportador de glicose (DANESHVAR KAKHAKI et al.,
2020; KAMPMANN et al., 2021). Estudos recentes sugerem que existe uma relacéo
entre os disturbios da producdo de MLT e o comprometimento do metabolismo da
insulina, glicose, lipidios e capacidade antioxidante (AGAHI et al., 2018; DELPINO
et al.,, 2021; RAYGAN et al., 2019). Nossas especulacbes nesse sentido séo
limitadas, pois neste estudo ndo foram mensurados niveis de insulina, lipidios e
enzimas antioxidantes que pudessem comprovar alguma relacdo com a MLT. Tais
mensuracdes tornam-se altamente desejaveis em experimentos futuros, para auxiliar
na compreensdao das relacdes entre MLT e metabolismo energético.

Os dados deste estudo revelaram que o tratamento crénico com MLT teve um
impacto sobre os testes comportamentais indicativos de memaria de reconhecimento
de objetos. Embora menor do que nos testes de ansiedade, esse impacto foi
estatisticamente significante sobre o reconhecimento espacial, mas ndo sobre o
reconhecimento de formas, e apenas na dose menor (10 mg/kg) de MLT (Figura 9).
Roedores espontaneamente preferem a periferia do aparelho de CA e evitam a
atividade na parte central do aparelho, sendo que uma maior atividade na regiao
central indica uma menor ansiedade (PRUT e BELZUNG, 2003). No teste de LCE,

0s animais que receberam a menor dose de MLT (10 mg/kg) entraram mais vezes e
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passaram mais tempo na regido aversiva (bracos abertos), sugerindo também menor
ansiedade (PELLOW et al., 1985). Com os resultados encontrados no CA e LCE,
(Figura 8) observamos que em geral houve diferencas na exploracdo na regiao
aversiva, centro do CA e bracos abertos do LCE.

Roedores, como ratos e camundongos, possuem uma aversdo natural a
novidades, neste caso ao teste de CA, assim como para locais iluminados e abertos
(STEIMER e DRISCOLL, 2003). Ao ser confrontado com um ambiente novo,
vivenciam o conflito entre o impulso de explorar a area/objeto desconhecida, e a
motivacdo para evitar potenciais perigos (CRUSIO, 2001; STEIMER e DRISCOLL,
2003). Essa relagdo é um indicativo indireto de ansiedade, em que a exploracao é
inibida gradualmente pela ansiedade (CRAWLEY e GOODWIN, 1980; PELLOW et
al., 1985).

A infancia e a adolescéncia sdo periodos importantes para o desenvolvimento
da aprendizagem, da memdria e das respostas emocionais, as quais sao iniciadas
nesse periodo (SUN et al., 2021). Tem sido sugerido que a MLT tem propriedades
anti-inflamatérias, anti-amiloidogénicas e antioxidantes que fundamentam seu
potencial para reduzir danos cerebrais e melhorar os déficits de aprendizado e
memoria com o tratamento a longo prazo (IWASHITA et al., 2021; TAN et al., 2002;
ZAKARIA et al.,, 2016). Foi relatado anteriormente que a MLT ativa a enzima
proteina quinase C e quinases relacionadas a Rho que induz a neuritogénese em
estagios iniciais, em células N1E-115 e tem a capacidade de regular processos
neuroplasticos (BELLON et al., 2007; SUN et al., 2021).

Estudo realizado por Foster e colaboradores (2014) demonstrou que uma
Gnica administracdo de MLT facilita o desempenho cognitivo em humanos. Uma
revisdo sistematica realizada por Sumsuzzman e colaboradores (2021) relata que,
nos testes em humanos, o tratamento agudo com MLT pode aumentar a sensacao
subjetiva de fadiga e causar uma reducdo no desempenho. Essa mesma revisao
sugere que é preciso realizar mais pesquisas para saber se diferentes formulacdes
de MLT tém eficacia semelhante na melhoria da cognicao.

Neste estudo, a analise de parametros eletrofisiolégico da DAC é usada para
identificar possiveis ac¢fes antioxidantes (desaceleracdo da DAC) e pro-oxidantes
(aceleragdo da DAC). A aparente contradicdo de que um antioxidante bem
conhecido como a MLT possa se comportar como um pro-oxidante na DAC pode ser

mais facilmente entendida com a ajuda da descoberta de que alguns antioxidantes
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podem, em certas circunstancias, exercer atividades pro-oxidantes, como mostrado
por muitos compostos enddgenos ou exdgenos, como tocoferol, ascorbato ou acido
gélico (BEJARANO et al., 2010; GOGVADZE et al., 2010; MAELLARO et al., 1996;
OTERO et al.,, 1997, PODMORE et al., 1998). De fato, ratos tratados com doses
crescentes do antioxidante &cido ascérbico apresentaram um efeito bifasico desse
tratamento sobre a propagacdo da DAC, com desaceleracdo do fenbmeno na dose
menor, e aceleracdo da DAC com doses maiores (MENDES-da-SILVA et al., 2014).

Conforme detalhado na secdo de resultados, este estudo sugere que o
tratamento de ratos com MLT na dosagem de 40 mg/kg resultou em uma aceleracéo
significativa da DAC (aumento da velocidade), o que pode ser compativel com um
efeito pro-oxidante devido a alta dosagem. Sob certas condi¢des, foi sugerido que a
MLT exerceria agdo moduladora bifasica sobre fendbmenos cerebrais dependentes
da excitabilidade (EBERT et al.,, 1999).0s presentes dados suportam nossa
hipotese, pois uma dose menor de MLT (10 mg/kg) reduziu a propagacao da DAC, o
gue é caracteristico de um efeito antioxidante. Por outro lado, o grupo que recebeu a
dose de MLT 4 vezes maior (40mg/kg) apresentou aceleragdo da DAC (ver Figura
10 - B).

Estudo realizado por Venegas e colaboradores (2012) defende que do ponto
de vista terapéutico, a MLT deve ser usada em altas dosagens para que possa
atingir concentracdes sub-celulares suficientes e exercer efeitos farmacologicos,
propondo uma faixa terapéutica entre 10 e 40 mg/kg em ratos. O mesmo estudo
relata que a presenca de MLT em altas concentracdes nas mitocondrias cerebrais
pode refletir o controle homeostatico da fungdo mitocondrial, melhorando sua
eficicia bioenergética e reduzindo sua producdo de EROs. Os mecanismos pelos
quais altas concentragbes de MLT estimulam a producédo de EROs ainda precisam
ser determinados; no entanto, Zhang e Zhang (2014) sugerem que a interacao fraca
entre a calmodulina e a MLT pode estar envolvida na estimulacdo de EROs. Uma
possivel especulacdo é que diferentes concentracdes de MLT podem modular
diferencialmente a localizagdo sub-celular da calmodulina, ditando assim seu
envolvimento nas atividades pro- versus antioxidantes. A calmodulina € uma
proteina de ligacdo de baixa afinidade da MLT e parece mediar a sua agado pro-
oxidante. Além disso, a MLT pode interagir com a mitocdndria para potencialmente
promover a geracdo de EROs. Uma observacgéao interessante para o presente estudo

€ aquela de Torrdo e colaboradores (2002), que demonstraram que a aplicacdo de
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elevada concentracdo de KCI no cértex do rato (um procedimento que sabidamente
deflagra a DAC) influencia a expressao de calmodulina. Estudos futuros dever&o
mensurar parametros que comprovem, nessas condi¢bes, 0 aumento de estresse
oxidativo.

A MLT pode inibir o influxo de céalcio nos neurbnios e se ligar ao complexo
calcio-calmodulina, inibindo assim a atividade neuronal da Oxido nitrico sintase
(NOS), diminuindo a producédo de oxido nitrico (NO) e, portanto, reduzindo o efeito
excitatério do N-metil-D-aspartato (LEON et al., 2000; MUNOZ-HOYOS et al., 1998).
De acordo com Acufia-Castroviejo (1995), a MLT inibe especificamente o subtipo
NMDA de receptores glutamatérgicos excitatorios em estriado de rato. Além disso, a
MLT aumenta as concentracdes de GABA no cérebro e a afinidade do receptor
(ACUNA-CASTROVIEJO et al., 1986; NILES et al., 1987) e potencializa a
transmisséo inibitéria do cérebro via sinapses GABA-érgicas (STEWART e LEUNG,
2005; WAN et al., 1999). Varios dados sugerem o envolvimento de ions de calcio
nos efeitos dos inddis, e parece que a melatonina atua como antagonista dos canais
de célcio do tipo L (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 1997).

A maioria das evidéncias indica que a MLT é um potente antioxidante in vivo,
mesmo em concentracdes farmacoldgicas. A acdo pro-oxidante da MLT promove
respostas inflamatoérias e apoptose in vitro (RADOGNA et al., 2010; WOLFLER et al.,
2001; ZHANG e ZHANG, 2014). E interessante notar que o aumento de espécies
reativas de oxigénio pode resultar na elicitacdo da DAC in vitro (NETTO e MARTINS-
FERREIRA, 1989) e in vivo (EL-BACHA et al., 1998).

A DAC é modulada por mudancas na excitabilidade cerebral (KOROLEVA e
BURES, 1980) e é influenciada pela producdo de EROs no tecido cerebral (EL-
BACHA et al., 1998). Diferentes velocidades da DAC ao longo do tecido cortical, que
indicam diferentes suscetibilidades do cérebro ao fendmeno, estdo associadas a
manipulacdo de condi¢cdes farmacoldgicas, ambientais e nutricionais (ver Guedes,
2011 para uma revisao). Nos nossos achados a MLT quando administrada em altas
dosagens no inicio da vida pode exercer acdo pro-oxidante no cérebro, acelerando a
propagacdo da DAC conforme foi descrito em estudos com outros antioxidantes,
como a vitamina C (MENDES-da-SILVA et al., 2014) e a piridoxina (GONDIM-SILVA
et al., 2019). Como ja mencionado acima, quando administrada em altas doses, a

vitamina C exerceu um efeito pro-oxidante na DAC, que esteve associado a niveis
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aumentados de malondialdeido cerebral em comparagdo com 0s grupos controle
correspondentes (MENDES-da-SILVA et al., 2014).

A MLT também pode exercer efeitos anti-excitotoxicos em dosagem suficiente
através da sua acao neuroprotetora envolvendo o acido gama-aminobutirico (GABA)
como mediador (PANDI-PERUMAL et al., 2013). Esta possibilidade € apoiada por
estudos que indicam que a MLT protege os neurdnios da toxicidade do peptideo
beta-amiloide (a principal neurotoxina envolvida na doenca de Alzheimer) por meio
da ativacdo dos receptores GABAérgicos (LOUZADA et al.,, 2004). Outro estudo
mostra que apdés uma lesdo por hipoxia em ratos, a administracdo de MLT reduziu
0s niveis de glutamato e os danos estruturais causados pela hipdxia aos neurénios,
axonios e dendritos no tronco cerebral, sugerindo que é capaz de melhorar a injuria
excitotéxica (KAUR et al.,, 2011). Esses dois neurotransmissores, acido gama-
aminobutirico e glutamato, estdo relacionados a neuroexcitabilidade da DAC (DE
LIMA et al., 2009; SOUSA et al., 2018).

Os resultados deste estudo ndo podem ser atribuidos ao uso do etanol para
dissolver a MLT (quantidade minima) ou ao estresse relacionado a injecédo
intraperitoneal, pois 0s grupos controle (veiculo e intacto) apresentaram propagacao
da DAC semelhante. A via de administracéo oral € clinicamente a mais utilizada, no
caso da MLT. Quando ingerida por via oral, apenas 15% da dose de MLT chegam a
circulacdo sistémica; os 85% restantes podem sofrer significativa metabolizacdo de
primeira passagem (DEMURO et al., 2000). Além disso, a MLT nédo parece produzir
dependéncia fisiolégica nem psicologica (ANDERSEN et al., 2016).
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7. CONCLUSOES
Em concluséo, nossos achados demonstram que os efeitos do tratamento

com MLT depende da dose: em baixa dosagem (10 mg/kg) desacelera a
propagacdo da DAC, enquanto que em alta dosagem (40 mg/kg), aumenta a
velocidade da DAC. Esses efeitos diferenciais dependentes da dose também sao
demonstrados em parametros comportamentais sugestivos de ansiedade.
Sugerimos que a MLT tem potencial para atuar como antioxidante quando
administrado em baixas doses, mas como pré-oxidante quando administrado em
altas doses. Ainda é incerto se este novo efeito da MLT pode ser extrapolado do rato
para o cérebro humano em desenvolvimento. A possibilidade dessa extrapolacéo

aguarda ser confirmada (ou nao) por futuros estudos.
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ansiedade) e eletrofisiolégicos (depressdo alastrante) em ratos jovens”.
registrado com o n°0006/2020 sob a responsabilidade da Prof. Rubem Carlos
Araujo Guedes que envolve a producdo, manutencao ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da
Lein®11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 28/04/2020

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagéo 25/07/2020 a 24/06/2022
Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico

N° de animais 40

Peso/ldade 13g a130g/7 a 40 dias

Sexo macho ( 40)

Origem: Biotério de Criagdo Biotério do Departamento de Nutricdo
Destino: Biotério de Experimentacéo Biotério do Departamento de Nutricdo
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