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RESUMO

A depressao alastrante cortical (DAC) se caracteriza por uma diminuigdo propagavel
da atividade elétrica do cortex cerebral e esta associada ao estresse oxidativo.
Varias condi¢cbes podem levar ao aumento da producido de radicais livres, como o
envelhecimento e a sepse, e assim, alterar a DAC. O murici (Byrsonima crassifolia
(L.) Kunth) é um fruto rico em compostos antioxidantes e, portanto, pode apresentar
efeito neuroprotetor. O objetivo desse trabalho foi Investigar o efeito do extrato do
murici sobre a velocidade de propagagao da DAC e o estresse oxidativo no cértex
cerebral de ratos adultos, idosos e sépticos. O extrato do murici foi obtido por
trituragcdo dos frutos liofiizados em acetona, seguida de agitagdo magnética,
eliminacdo do solvente em rotaevaporador e reconstituicio em solugido de
carboximetilcelulose 0,5% e 6leo de soja 10%. O protocolo experimental in vivo foi
dividido em dois experimentos. No experimento 1, animais adultos (90-120 dias; n =
30) e idosos (600-700 dias; n = 28) foram suplementados com extrato de murici (150
mg/kg/dia ou 300 mg/kg/dia), por quinze dias, de forma orogastrica. Apds o periodo
de suplementagao, os animais foram submetidos ao registro eletrofisiolégico da DAC
e a avaliagao do estresse oxidativo cerebral. No experimento 2, animais adultos (90-
120 dias; n = 40) foram suplementados previamente com extrato de murici ou
solucdo veiculo de forma semelhante ao experimento anterior. Porém, apds o
periodo de suplementagao, os animais foram, primeiramente, submetidos a sepse
experimental por ligadura e perfuragéo cecal (CLP) e, em seguida, ao registro
eletrofisiolégico da DAC e a avaliagcdo do estresse oxidativo cerebral. Os dados
foram avaliados estatisticamente por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida
do teste Holm Sidak, com nivel de significancia de 5%. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais. No
primeiro experimento, nossos resultados mostraram que o extrato do murici na dose
mais alta (300 mg/kg/dia) acelerou a velocidade da DAC, enquanto que a mais baixa
(150 mg/kg/dia) desacelerou a propagagao da DAC, tanto nos animais adultos,
quanto nos idosos. Na condigdo adulto, as concentragbes de malondialdeido (MDA)
foram maiores no grupo suplementado com 300 mg/kg/dia. O envelhecimento
aumentou as concentracbées de MDA e reduziu a atividade da catalase no cortex
cerebral dos ratos. Por outro lado, os animais idosos suplementados com extrato de
murici, em ambas as doses, apresentaram niveis mais baixos de MDA quando
comparados ao seu controle. No segundo experimento, a sepse reduziu a
velocidade da DAC e aumentou os niveis de MDA no cortex cerebral dos animais.
Contudo, os ratos sépticos previamente suplementados com extrato de murici
apresentaram velocidades de propagacao da DAC mais altas e menor estresse
oxidativo, independentemente da dose testada. Esses resultados reforcam os
achados de que o envelhecimento e a sepse levam ao estresse oxidativo,
retardando a propagacao da DAC. Por outro lado, o extrato de murici, em ambas as
doses, é capaz de atenuar o dano oxidativo em ratos idosos e sépticos e, dessa
forma, modular a DAC.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Cérebro. Antioxidantes.



ABSTRACT

Cortical spreading depression (CSD) is an electrophysiological phenomenon
characterized by a propagable decrease of the electrical activity of the cerebral
cortex and it is associated with oxidative stress. Several physiologic or pathologic
conditions (such as aging or sepsis) can increase free radicals production and
change CSD. Murici (Byrsonimacrassifolia (L.) Kunth) is a fruit rich in antioxidant
compounds and, thus, can present a neuroprotector effect. The aim of this work was
to investigate the effect of the extract of murici on the propagation velocity of CSD
and oxidative stress in the cerebral cortex of adult, aged and septic rats. The murici
extract was obtained by crushing the fruits lyophilized in acetone PA, followed by
magnetic stirring, elimination of the solvent in a rotavaporator and reconstitution in a
solution of 0.5% carboxymethylcellulose and 10% soybean oil. The experimental
protocol in vivo was divided into two experiments. In vivo experimental protocol was
divided in two approaches. In the first, adult (90 — 120 days; n =30) and aged animals
(600 — 700 days; n = 28) were supplemented with extract of murici (150 mg/kg/day e
300 mg/kg/day) per gavage for fifteen days. Control group received vehicle solution
(0.5% carboxymethilcelulose and 10% soybean oil). After that, animals were
submitted to CSD electrophysiological record and cerebral oxidative stress
evaluation. In the second approach, adult animals (90 — 120 days; n=40) were
previously supplemented with extract of murici, or vehicle solution as described for
the first approach. After the supplementation period, the animals were submitted to
sepsis induction by cecal ligation and pucture (CLP) followed by CSD
electrophysiological record and cerebral oxidative stress evaluation. The statistical
significance was analyzed by using an ANOVA followed by post-hoc Holm-Sidak. All
experimental procedures had been previously approved by the Institutional Ethics
Committee for Animal Research (protocol n® 23076.020868/2014-51). Our results
showed that extract of murici in the highest dose (300 mg/kg/day) increased the
velocity of CSD, whereas the smallest (150mg/kg/day) decreased the propagation of
CSD in both adult and aged animals. In adult rats, the concentrations of
malondyaldehyde (MDA) were higher in the group that received 300 mg/kg/day. The
aging increased MDA concentrations and decreased catalase activity in the cerebral
cortex of the rats. On the other hand, aged animals supplemented with extract of
murici in both doses presented lower MDA levels in comparison to the control group.
In the second approach, it was observed that sepsis reduced the velocity of CSD and
increased MDA levels in the cerebral cortex of the animals. However, the septic rats
previously supplemented with extract of murici presented higher velocities of
propagation of CSD and lower oxidative stress, independently of the tested dose.
These results corroborate the findings that aging and sepsis lead to oxidative stress,
which deaccelerates the CSD propagation. On the other hand, the extract of murici, a
source of antioxidant compounds, in both doses, is able to attenuate the oxidative
damage in aged and septic rats and, thus, modulates CSD.

Keywords: Oxidative stress. Brain. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A producéao de espécies reativas de oxigénio (ERO) é um processo fisiolégico
e continuo, que ocorre principalmente nas mitocéndrias. ERO, em concentragdes
fisiologicas, sdo essenciais para a homeostase e sinalizagdo celular (LIOCHEYV,
2013). Entretanto, em determinadas situagdes, como o envelhecimento e a sepse,
os niveis de ERO excedem a capacidade de defesa antioxidante do organismo.
Neste caso, os mesmos podem se acumular e desencadear o estresse oxidativo, o
qual esta implicado em danos a proteinas, lipidios e DNA, prejudicando, assim, a
fungéo celular (JIA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017).

Todos os tecidos dos mamiferos estao susceptiveis ao ataque de radicais
livres, incluindo o cérebro. Esses radicais podem alterar a eletrofisiologia do sistema
nervoso central. Por exemplo, ha relatos de que a propagacao da depressao
alastrante cortical (DAC) é influenciada tanto por ERO, como por agentes com
atividade antioxidante (GUEDES; ABADIE-GUEDES; BEZERRA, 2012, MENDES-
DA-SILVA et al., 2014). A DAC é um fenémeno eletrofisiologico caracterizado por
reducdo propagavel da atividade elétrica do cérebro. Ela tem sido associada a
patologias de interesse clinico, como a epilepsia e a enxaqueca com aura
(SANCHEZ-PORRAS et al., 2014).

Por outro lado, dentre as estratégias para incrementar o potencial antioxidante
do corpo e reduzir o dano oxidativo estdo o aumento da ingestao de antioxidantes
dietéticos. Estes complementam as acgbdes dos antioxidantes enddégenos e formam
uma rede cooperativa de defesa antioxidante (POWERS et al., 2004). Um alimento
considerado fonte valiosa de compostos antioxidantes é o murici (Byrsonima
crassifolia (L.) Kunth) (MALTA et al., 2012, MARIUTTI et al., 2013).

O murici € um fruto tipico das regides Norte e Nordeste do Brasil, sendo rico
em fibras alimentares (SILVA et al., 2008), vitamina C (84 mg.100g™") (VIEIRA et al.,
2010), compostos fendlicos e carotenoides (BARRETO et al., 2009). Dentre as suas
propriedades, sugerem-se como alternativa para modulagdo do dano oxidativo e,
consequentemente, para promocdo da saude da populagdo. Varios estudos tém
demonstrado o potente efeito antioxidante de folhas, frutos e sementes de murici in
vitro (SOUZA et al.,, 2012; MARIUTTI et al. 2013, 2014) e in vivo (PEREZ-
GUTIERREZ et al., 2010; MUNIZ RAMIREZ et al., 2013). Contudo, ndo ha dados na
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literatura a respeito dos efeitos do consumo dos frutos de murici sobre o sistema
nervoso. Dessa forma, o presente trabalho avaliou in vivo os efeitos da
suplementacado do murici sobre a eletrofisiologia do sistema nervoso, por meio do
registro da DAC, e sobre o estresse oxidativo cerebral em animais adultos, idosos e
adultos sépticos.

Os resultados da presente investigacdo estdo contidos em dois artigos
originais. O primeiro foi submetido no peridodico “BMC Neuroscience”, intitulado de
“Murici (Byrsonima crassifolia L. Kunth) extract counteracts the effects of aging on
cortical spreading depression and oxidative stress in the brain cortex”. O segundo foi
submetido a revista “International Journal od Food Sciences and Nutrition” com o
titulo de “Murici (Byrsonima crassifolia L. Kunth) extract reverts the brain oxidative

stress and electrophysiological changes caused by sepsis in rats”.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)

Radicais livres podem ser definidos como moléculas que possuem elétrons
desemparelhados no orbital atbmico, constituindo espécies altamente reativas, como
o hidroxil (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). Existem ainda espécies reativas de
oxigénio (ERO) que ndo s&o radicalares, como o peroxido de hidrogénio. O
nitrogénio também pode gerar espécies reativas, como o peroxinitrito e o éxido
nitrico. O 6xido nitrico (ON) é uma espéie reativa de nitrogénio (ERN) sintetizada nos
organismos vivos a partir da agdo da enzima Oxido nitrico sintase sobre o
aminoacido L-arginina e que apresenta potente efeito vasodilatador, atuando na
regulacéo da presséo arterial. (VASCONCELLOS et al., 2007).

A formacao de ERO e ERN ocorre no citoplasma, nas membranas celulares e
nas mitocondrias (BARBOSA et al., 2010). As mitocéndrias produzem a maior parte
das ERO, pois consomem mais de 95% de todo o oxigénio usado durante o
processo de obtengao de energia. Na mitocéndria, o oxigénio € reduzido a agua por
meio da adi¢ao de 4 elétrons. Neste processo, parte do oxigénio escapa e resulta na
producdo de espécies reativas, como o anion superoxido (Oye-), o perdxido de
hidrogénio (H20;) e o radical hidroxil (OHe). Por sua vez, o radical superdxido pode
reagir diretamente com o oxido nitrico (NO), gerando peroxinitrito (ERN) (CADENAS;
DAVIES, 2000) (FIGURA 1).

Endogenamente, espécies reativas também podem ser formadas por meio da
acao de NAD(P)H oxidases (geram superéxido ao transferirem elétrons do NADPH
ao oxigénio), xantina oxidase (catalisa a conversdo da hipoxantina em xantina,
gerando superoxido), mieloperoxidases (responsavel pela geragdo de acido
hipocloroso) e lipoxigenases (catalisam a quebra do acido araquidénico, gerando
radicais livres como o superoxido) (LEOPOLD; LOSCALZO, 2009).

A producdo de ERO e ERN é inevitavel nos organismos aerdbios. Tais
especies reativas sao extremamente importantes na sinalizagao celular, regulando,
por exemplo, os processos imunologicos e a proliferacdo celular, por meio do

controle da expressado génica (LIOCHEV, 2013). Porém, durante periodos de
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estresse ambiental, os seus niveis podem aumentar dramaticamente e danificar
macromoléculas, como proteinas, lipidios e o DNA (OZCAN; OGUN, 2015).

A resposta transcricional celular as ERO é mediada principalmente pela
ativacao de proteinas quinases e dos fatores de transcrigdo AP-1 (proteina ativadora
- 1) e NF-kappaB, os quais aumentam a expressao de genes envolvidos na sintese
de citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-1) e de moléculas de adesao celular (HIGDON,;
FREI, 2003). Ainda, ERO podem participar de diversos aspectos da progressao
tumoral, por exemplo: proliferagao celular (por meio da ativagao da proteina kinase
regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) e evasdao de apoptose (envolvendo
ativacao do NF-kB e do fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K)) (SOSA et al., 2013).

Figura 1 - Principais fontes de geracgao de radicais livres.
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O anion superéxido € produzido principalmente nas mitocéndrias e pode reagir com o 6xido nitrico
para gerar peroxinitrito ou ser degradado pela superoxido dismutase (SOD), gerando perdxido de
hidrogénio. Esse pode entdo reagir com o Fe®* para formar radicais hidroxil através da reagao de
Fenton, ou ser degradado pela mieloperoxidase, formando acido hipocloroso.

Fonte: SHAH et al., 2014.
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2.2 Sistemas de defesa antioxidante

Os efeitos oxidativos bioldgicos das ERO s&o controlados por um amplo
espectro de mecanismos antioxidantes endogenos e exogenos (FLORES-MATEO et
al., 2014). Antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que em
pequenas concentragdes sdo capazes de retardar ou inibir a oxidacdo do substrato
(HALLIWEL, 1995). Eles podem ser classificados como antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos (RATNAM et al., 2006).

Dentre a classe dos antioxidantes ndo enzimaticos, destacam-se os
antioxidantes dietéticos, como a vitamina C, carotendides (luteina, zeaxantina),
polifendis (acido galico, quercetina), vitamina E e alguns minerais como zinco e
selénio. Polifendis sdo um grupo importante de fitoquimicos originados naturalmente
do metabolismo secundario de plantas. Estdo envolvidos no crescimento e
reprodugao dos vegetais, na pigmentagao e como agentes que oferecem resisténcia
a patégenos e a condigbes de estresse (BRAVO, 1998). Estes compostos podem
atuar diretamente sobre os radicais livres ou podem modular, por exemplo, a
atividade das enzimas antioxidantes (ATAIE; SHADIFAR; ATAEE, 2016).

Os principais antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa a
dismutagdo do anion superoxido a peréxido de hidrogénio (VALKO et al., 2006);
enquanto que a catalase (CAT) protege as células por meio da catalise da
decomposi¢cdo do H,O, a oxigénio molecular e agua (por meio da eliminagdo do
H,O,, previne a formacdo do radical hidroxil, contra o qual ndo ha sistema
enzimatico de defesa). A GPx é uma seleno proteina que catalisa a decomposicao
de H>O2 ou um hidroperdoxido (ROOH) a agua, em um processo dependente da
oxidacdo da glutationa (GSH) (MONROY; FERNANDEZ-MEJIA, 2013) (FIGURA 2).

Ressalta-se, no entanto, que a acao destes antioxidantes pode ser bifasica,
uma vez que em doses elevadas podem ser observados efeitos pré-oxidantes
(POLYAKOQV et al., 2001; RIETJENS et al., 2002; VASCONCELOQOS et al., 2006).
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Figura 2 - Integrac&o da rede de defesas antioxidantes no organismo.
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Fonte: MONROQY; FERNANDEZ-MEJIA, 2013.

2.3 Estresse oxidativo

Quando a producao das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio excede os
mecanismos de defesa antioxidante, tem-se o estresse oxidativo (SIES, 1985). A
fisiopatologia do envelhecimento, de doengas inflamatérias, doencgas
neurodegenerativas, diabetes e cancer estdo associadas ao estresse oxidativo
(OZCAN; OGUN, 2015).

Um dos principais eventos decorrentes do estresse oxidativo é a peroxidacao
lipidica, caracterizada pelo ataque das ERO aos acidos graxos poli-insaturados,
gerando aldeidos reativos, como o malondialdeido (MDA). Os peroéxidos lipidicos
gerados nesse processo sao citotoxicos e genotdxicos, podendo, inclusive, levar a
perda da funcionalidade da membrana (NIKI et al., 2005). ERO também produzem
derivados carbonilados ao oxidarem os residuos de aminoacidos de proteinas. A

carbonilagcao leva a disfungdes em enzimas, reduzindo-lhes a atividade catalitica e
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prejudicando, por exemplo, a contragdo muscular e a fungao cerebral (MAROSI et
al., 2012).

Dentre os varios sistemas do organismo humano, o sistema nervoso é um dos
mais vulneraveis ao estresse oxidativo. Nesse sentido, tém sido descritos alguns
fatores que poderiam explicar a susceptibilidade cerebral as ERO, por exemplo, as
concentragdes elevadas de acidos graxos poli-insaturados presentes nesse 6rgao; o
alto consumo de oxigénio para producdo de energia e a deficiéncia relativa em
antioxidantes. Todos parecem tornar o cérebro alvo importante de ERO, as quais
tém sido relacionadas com doencas neurodegenerativas (BRADBURY, 2011;
CENCIONI et al.,, 2013). Neste contexto, Pamplona et al. (2005) detectaram
concentracbes elevadas de marcadores do dano oxidativo (MDA, proteinas
carboniladas, 8-hidroxiguanosina) no cérebro de pacientes com doengas de
Alzheimer. Outros estudos experimentais sugerem que os radicais livres exercem
papel importante na propagacado da depressao alastrante cortical (DAC) (GUEDES
et al., 2012; READ; PARSONS, 2000).

Estresse oxidativo e envelhecimento

O envelhecimento € um processo natural e fisiologico. Com a melhoria das
condi¢cbes de vida, observa-se um aumento na expectativa de vida das pessoas.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), atualmente, cerca de 810
milhdes de pessoas sao idosas, constituindo 12% da populagdo mundial. A projegao
da OMS é que esse numero alcance 2 bilhdes de pessoas em 2050 ou 22% da
populacao global. Contudo, o envelhecimento esta associado com maior incidéncia
de varias doengas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), como hipertensao, diabetes
e Alzheimer (OMS, 2015). Portanto, investigar medidas que possam melhorar a
qualidade de vida dos idosos € um dos principais desafios da atualidade.

O estresse oxidativo é um dos elementos-chave no processo do
envelhecimento. Segundo a “Teoria dos Radicais Livres”, esses elementos seriam
os responsaveis pelo dano ao DNA, lipidios e proteinas, o que, cumulativamente,
levaria a mutagbes e morte celular (HARMAN, 1956). Nao obstante, ha evidéncias
de que as mitocéndrias desempenham um papel crucial na mediagcdo e ampliagao
do estresse oxidativo que impulsiona o processo de envelhecimento (PAYNE;

CHINNERY, 2015). Isto porque € observado no envelhecimento um declinio da
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funcado mitocondrial, o que associado ao acumulo de mutagdes do DNA mitocondrial,
prejudicam o funcionamento da cadeia respiratoria, resultando em um aumento
adicional da producédo de ERO e danos oxidativos (BRATIC; LARSSON, 2013).
Entretanto, a relacdo precisa entre disfungdo mitocondrial e envelhecimento ainda
precisa ser melhor elucidada (CUI et al., 2011).

A oxidagdo do DNA por ERO gera 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, um produto
capaz de mutar o DNA e, assim, acelerar o envelhecimento e a carcinogénese
(SOSA et al., 2013). Adicionalmente, o envelhecimento estd associado com redugao
das defesas antioxidantes (VUCEVIC et al., 2013; JIA et al., 2015), gerando, assim,
um ciclo-vicioso. Mutlu-Turkoglu et al. (2003) verificaram, por exemplo,
concentragdes séricas elevadas de malondialdeido (MDA) e proteinas carboniladas
em individuos idosos. Foram também observados aumentos na lesdo do DNA e
reducao no potencial antioxidante.

Por outro lado, em uma populagcdo idosa com alto risco cardiovascular,
observou-se aumento da atividade plasmatica de glutationa peroxidase (GPx) e LDL-
oxidada. Nesse trabalho, a maior atividade da GPx foi interpretada como uma
resposta defensiva saudavel contra a lesdo oxidativa (FLORES-MATEO et al.,
2014).

Tem sido mostrado ainda que o aumento de radicais livres e a redugcao das
defesas antioxidantes parecem ser um dos fatores que contribuem para o inicio e/ou
progressédo de problemas neurolégicos, incluindo Alzheimer (ZHAO; ZHAO, 2013).
Experimentalmente, Tatarkova et al. (2016) verificaram oxidagcdo aumentada de
lipidios e proteinas no cortex cerebral de ratos idosos. Enquanto Jia et al. (2015)
detectaram reducao de GSH, SOD e aumento de ERO. O estresse oxidativo, por
sua vez, parece ser o principal fator responsavel pelo declinio cognitivo em idosos,
levando a reducao da qualidade de vida (BAIERLE et al., 2015).

Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que a suplementagao com
antioxidantes pode melhorar anormalidades neurolégicas relacionadas ao
envelhecimento, via modulagado do estresse oxidativo (JIA et al., 2015, KANEAI et
al., 2016, BOUAMAMA et al., 2017).
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Estresse oxidativo e sepse

A sepse pode ser definida como uma sindrome de resposta inflamatoria
sistémica (SIRS, do inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome) associada a
infeccao (BENNETT, 2012). Infelizmente, € uma das principais causas de morte nos
hospitais e esta potencialmente associada com disfungdo cerebral (ANNANE;
SHARSHAR, 2015). Estima-se que 25% dos pacientes com sepse severa morrerao
durante a hospitalizagédo (MAYR; YENDE; ANGUS, 2014).

A fisiopatologia da sepse &€ complexa e entre os mecanismos envolvidos,
destaca-se a participagéo dos radicais livres. Em ratos (CATALAO et al., 2016; NING
et al., 2017) e em humanos (BAVUNOGLU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017)
sépticos o estresse oxidativo € bem documentado. Em animais submetidos a sepse
por ligagao e perfuragao cecal, o estresse oxidativo e as alteragdes mitocondriais
persistem até 10 dias apoés a cirurgia (COMIN et al., 2011).

A resposta inflamatéria e a producdo de ERO tém inicio, quando
microrganismos patogénicos, ao invadirem a circulagdo sanguinea, ativam a
imunidade inata. As células de defesa (mondcitos, macrofagos, neutréfilos)
reconhecem o0s componentes bacterianos (lipopolissacarideo - LPS e
proteoglicanos) e desencadeiam a transcricido de mediadores imunomodulatorios,
como o fator de necrose tumoral-a (TNF —a), interleucina-1 (IL-1) e ERO (HELAL et
al., 2015) (FIGURA 3).

Os mecanismos subjacentes ao estresse oxidativo na sepse sao complexos e
incluem disfungéo mitocondrial (BOZZA et al., 2013) e desequilibrio redox (DAGA et
al., 2016), os quais podem atingir o cérebro. A respiracdo mitocondrial prejudicada
altera a producao de ATP e, consequentemente, o metabolismo das células neurais
(LEWIS; BILLIAR; ROSENGART, 2016). Foi demonstrado que a sepse inibe a
atividade da bomba de Na*-K*-ATPase no cortex cerebral de ratos, aparentemente,
via estresse oxidativo, uma vez que o tratamento com o antioxidante n-acetilcisteina
preveniu este efeito (JEREMIAS et al., 2012).

Um importante mecanismo de protecdo contra os radicais livres gerados na
sepse sdo as enzimas superoxido dismutase e catalase. Neste contexto, o
desequilibrio nas atividades das enzimas antioxidante SOD (COSTA et al., 2016) e
catalase (AYAR et al., 2017) em pacientes sépticos tem sido relacionado com a alta

morbidade e mortalidade. Warner et al. (1995) detectaram aumento da atividade da
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enzimas SOD e catalase plasmaticas em pacientes sépticos, especialmente nos nao
sobreviventes. Semelhantemente, Ayar et al. (2017) observaram aumento da
atividade da catalase em criangas com sepse. Ja Guerreiro et al (2010) detectaram
aumento da atividade da SOD, mas ndao da catalase, em pacientes néao
sobreviventes a sepse (GUERREIRO et al., 2010). Contrariamente, Costa et al
(2016) observaram que os pacientes com choque séptico apresentaram menor
atividade de SOD1 nos eritrécitos, o que foi associado ao risco aumentado para

injuria renal.

Figura 3: Resposta inflamatoria a sepse.
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Fonte: HELAL et al., 2015.

A sepse também aumenta a atividade da sintase do éxido nitrico, levando a
maior sintese deste composto, uma espécie reativa de nitrogénio que promove
(HELAL et al.,, 2015). O 6éxido

nitrico e demais citocinas ativam as células endoteliais cerebrais, aumentando a

vasodilatagcdo e consequente hipotenséo arterial
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permeabilidade da barreira hematoencefalia. Essa alteragdo permite que as
citocinas distribuidas pela circulacido periférica alcancem o sistema nervoso central.
No cérebro, os mediadores pré-infamatorios induzem a ativagdo da microglia, a qual
produz mais ERO e citocinas, gerando um ciclo vicioso que leva a morte neuronal.
Estes fatores estdo associado a sequelas neurolégicas tardias em sobreviventes da
sepse, como o declinio cognitivo (SONNEVILLE et al., 2013) (FIGURA 4).

Figura 4: Resposta do cérebro a infecgao sistémica
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2.4 Depressao alastrante cortical (DAC)

A depressao alastrante cortical (DAC) é um fendmeno eletrofisioldgico que foi
descrito pela primeira vez por Aristides Ledo, em 1944. O fenbmeno se caracteriza
por redugdo marcante da atividade elétrica do cortex cerebral apés um periodo de
hiperexcitabilidade neuronal. Essa diminuicdo da atividade elétrica pode ser
deflagrada por estimulos elétricos, mecanicos ou quimicos e se propaga de forma

concéntrica e reversivel, com velocidade média de 2 a 5 mm/min (FIGURA 5).

Figura 5: Representacdo esquematica da depresséao alastrante cortical (DAC).

Fonte: Disponivel em: http://www.scilogs.de/graue-substanz/cortical-spreading-depression-migraene-
letzte/

Graficamente, a DAC pode ser visualizada no eletroencefalograma, pois
durante este fenbmeno ocorre uma depressao na amplitude deste, de modo que o
registro grafico da atividade neuronal se torna praticamente isoelétrico (LEAO, 1944;
1947). A DAC ¢é acompanhada pelo aparecimento de uma variagao lenta de
voltagem (VLV), a qual também se propaga de forma concéntrica e € igualmente
reversivel. A VLV se apresenta como uma forma de onda bem definida, expressando
com clareza o inicio e o final do fenbmeno (FIGURA 6). Por essa razdo, € muito
utilizada para calcular a velocidade com que a DAC se propaga pelo tecido cortical
(GUEDES et al., 2004) (FIGURA 6).
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Figura 6: Eletrocorticograma (ECoG) e Variagdo Lenta de Voltagem (VLV)

registradas, simultaneamente, em um ponto cortical durante a DAC.
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Fonte: GUEDES et al., 2004.

A DAC tem sido demonstrada em varias espécies de vertebrados, incluindo o
homem, e pode ser iniciada por uma variedade de estimulos. Ela tem sido estudada
em diferentes sistemas experimentais in vivo e in vitro, usando, principalmente,
cloreto de potassio (KCI) como agente estimulatério (SMITH et al., 2006). Em nosso
laboratorio, usamos a DAC como ferramenta de estudo da neuroexcitabilidade e,
portanto, da funcao cerebral. Os resultados demonstram que a velocidade com que
DAC se propaga pelo tecido cortical € associada com a susceptibilidade do cérebro
ao fendbmeno e, por conseguinte, com a excitabilidade cerebral.

Este fenbmeno é exclusivo para o sistema nervoso central (SNC) e parece
envolver tanto neurdnios, como as células gliais, especialmente astrocitos. Estes
ultimos contribuem para o balango idnico, regulam as concentragdes de
neurotransmissores e fornecem energia (lactato, alanina e glutamina) para os
neurénios. Os astrocitos sao capazes de remover os ions potassio e o glutamato e,
assim, limitar a DAC. Dessa forma, parece ser mais dificil evocar a DAC em
cérebros de animais com numero elevado de astrocitos (SMITH et al., 2006).
Interessantemente, Peinado et al. (1998) relataram que no coértice parietal do rato
envelhecido ha um aumento de 20% no numero de astrocitos. Provavelmente, este
aumento decorre da resposta a necessidade de corrigir possiveis desequilibrios

homeostaticos durante o envelhecimento, como fagocitar mileina degenerada, e
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para preencher os espagos desocupados pela perda de ramos dendriticos de
neurdnios (PETERS, 2007).

Clinicamente, a DAC tem sido relacionada a processos patolégicos, tais como
a enxaqueca com aura, a hemorragia intracerebral, o traumatismo craniano, o
acidente vascular cerebral isquémico e a epilepsia (SANCHEZ-PORRAS et al., 2013;
SHIBATA; SUZUKI, 2017). Dessa forma, estratégias terapéuticas que visem modular
a neuroexcitabilidade podem ser importantes para a prevencéao e tratamento dessas
patologias.

Durante a DAC o cérebro sofre inumeras alteracbes, como falha na
homeostase de ions (aumento de potassio e reducdo de calcio, cloreto e sddio
extracelulares), efluxo de aminoacidos excitatérios (glutamato e aspartato), aumento
do consumo de oxigénio e glicose, e aumento do fluxo sanguineo cerebral
(LAURITZEN et al., 2011). Além disso, estudos experimentais mostram que a DAC
altera a producao de ERO (VIGGIANO et al., 2011; GRINBERG et al., 2013). Neste
contexto, Viggiano et al. (2011) detectaram aumento nas concentragdes de perdxido
de hidrogénio e na atividade da enzima SOD e reducédo de superdéxido no cortex
cerebral de ratos apés uma hora da DAC. Interessantemente, ERO produzidas
durante a DAC podem se difundir para outras areas cerebrais, como o sistema
trigeminal nociceptivo e, assim, contribuir para o desenvolvimento da dor durante a
enxaqueca (SHATILLO et al., 2013). Essa ativagao trigeminal parece decorrer ainda
da ag&o de vias inflamatérias ativadas durante a DAC (WANG, 2013). E importante
ressaltar que a sintese de mediadores pro-inflamatérios durante a DAC estimula a
producao de mais ERO (GRINBERG et al., 2013).

No trabalho de Grinberget al. (2013), a depressao alastrante (DA) induziu
estresse oxidativo na microglia e em astrocitos e producdo aumentada de
mediadores inflamatérios (TNF-a) em cultura de fatias de hipocampo. Além disso,
diminuiu o limiar elétrico para evento subsequente de DA, via sinalizacdo do TNF-a.
Esses dados sao reforgcados pelos achados de Pusic et al. (2014) em que a
potenciacdo da DA ocorreu via estresse oxidativo microglial.

Adicionalmente, em cultura de fatias de hipocampo, a DA induziu perda
significativa da integridade da mielina e aumento de TNF-a e interferon-y. Este, por
sua vez, aumentou o estresse oxidativo, reduziu os niveis de glutationa e reduziu o
limiar elétrico para DA. Similarmente, a DA ativou esfingomielinases, aumentou o

estresse oxidativo e promoveu um rompimento estrutural da bainha de mielina in
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vivo (PUSIC et al., 2015). Redugéo no teor de mielina cerebral tem sido associada a
aumento da excitabilidade neuronal e, por conseguinte, a maior susceptibilidade a
DAC em ratos (MERKLER et al., 2009).

Por outro lado, ERO e citocinas proé-inflamatérias podem aumentar a
excitabilidade neuronal e iniciar a DAC, gerando, assim, um ciclo vicioso e
perpetuando o estresse oxidativo (GRINBERG et al., 2012; CIPOLLA et al., 2012). A
sepse € uma condigao patoldgica relacionada com estresse oxidativo e inflamacgéao.
No entanto, ndo ha estudos na literatura que mostrem os efeitos da septicemia sobre
a DAC.

Sabe-se que uma rede adequada de antioxidantes enddgenos e exdgenos é
essencial para manutencdo da homeostase redox. Neste contexto, serdo
apresentados abaixo trabalhos demonstrando que antioxidantes dietéticos reduzem
a neuroexcitabilidade e sugerindo que ERO sao elementos-chave na iniciagdo da
DAC.

El-Bacha et al. (1998), por exemplo, observaram que animais tratados com
dieta deficiente nas vitaminas C e E apresentam maior susceptibilidade a DAC,
provavelmente, devido ao aumento nas concentragdes de radicais livres no cérebro.
Bezerra et al. (2005) observaram reducdo da velocidade da DAC em ratos
suplementados com carotendides provenientes de residuo de camarao (30
pg/kg/dia). Semelhantemente, a astaxantina antagonizou os efeitos do etanol,
reduzindo a velocidade da DAC, de maneira dependente da dose (ABADIE-
GUEDES et al., 2008). Recentemente, Abadie-Guedes, Bezerra e Guedes (2016)
mostraram que a suplementagao aguda com a-tocoferol (300 mg/kg) neutralizou os
efeitos do etanol sobre a DAC, retornando as velocidades de propagac¢ao da DAC
para niveis semelhantes ao do grupo controle.

Em ratos neonatos, a dexametasona, a qual induz estresse oxidativo cerebral,
aumentou a velocidade de propagacao da DAC. Este efeito, todavia, foi abolido pela
suplementagao das vitaminas C (200 mg/kg) e E (100 mg/g). Contrariamente, a
suplementacao unica destas vitaminas, na auséncia de dexametasona, ndo modulou
a neuroexcitabilidade (LOPES-DE-MORAIS et al., 2014). Em contraste, o tratamento
crénico com acido ascorbico (60 mg/kg/dia) aumentou a velocidade de propagagao
da DAC em animais (MONTE-GUEDES et al., 2011). Contudo, esse efeito é

dependente da dose; pois, Mendes-da-Silva et al. (2014) verificaram menor
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susceptibilidade a DAC e menor peroxidacao lipidica no coértex cerebral de ratos
suplementados com 30 mg/kg/dia desta vitamina.

Em testes in vitro, o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)
reduziu, a excitabilidade neuronal e, consequentemente, a susceptibilidade a DAC,
via agao antioxidante (GRINBERG et al., 2012).

2.5 Murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth)

Byrsonima crassifolia (L.) Kunth € uma espécie de fruteira pertencente a
familia Malpighiaceae, género Byrsonima, o qual possui mais de 150 espécies
(VIEIRA et al., 2010). Geralmente, ocorre na regidao Amazdnia e no Nordeste
brasileiro (LORENZI, 2009).

Popularmente, folhas e caule do muricizeiro tém sido utilizados como agente
terap@utico, por sua agéo cicatrizante e anti-inflamatéria (GUSMAO et al., 2006). Ja
os frutos, quando maduros, apresentam polpa suculenta, com coloragdo amarela,
sabor adocicado e cheiro caracteristico, podendo ser consumida in natura ou sob a
forma de sucos, geleias, sorvetes e licores (ALVES; FRANCO, 2003) (FIGURA 7).

Figura 7: Representacgao fotografica dos frutos do Murici (Byrsonima crassifolia (L.)
Kunth)

.

Fonte: SOUSA, 2013.
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Estudos tém investigado as possiveis propriedades terapéuticas desta planta.
Extratos de folha de Byrsonima crassifolia, por exemplo, apresentam efeito
antidepressivo in vivo, o que foi associado a presenca dos compostos quercetina 3-
O-xilosideo, rutina, quercetina e hesperidina (HERRERA-RUIZ et al., 2011). Em
outro estudo, este extrato foi capaz de inibir a formacdo de ERO em fibroblastos
expostos a irradiacao ultravioleta (SOUZA et al., 2012).

O extrato de folhas de muricizeiro apresenta ainda propriedade
antimutagénica, devido, provavelmente, a presengca de taninos, flavonoides e
terpenoides que protegeriam as células contra danos e modificagdes oxidativas no
DNA (MENDANHA et al., 2010). Por sua vez, o extrato lipofilico da casca de
Byrsonima crassifolia atuou como anti-inflamatério em modelo animal de dermatite
(MALDINI et al., 2009). Em 2013, Muniz Ramirez et al. observaram que o extrato
hexanio de sementes de Byrsonima crassifolia inibiu a inflamagéao aguda e crdénica
em ratos, em um processo relacionado com a redugéo na produg¢ao de 6xido nitrico.
Esta atividade anti-inflamatoéria foi comparavel aos padrées anti-inflamatoérios
(dexametasona e diclofenaco de sédio). Pérez Gutiérrez e Mufiz-Ramirez (2013)
mostraram que esse extrato, na forma de pomada, acelerou a cicatrizacao de feridas
em ratos diabéticos, promovendo a regeneragdo dos tecidos e aumentando a
atividade das enzimas SOD e catalase. No entanto, poucos estudos tém investigado
in vivo os efeitos benéficos dos frutos de Byrsonima crassofolia sobre a saude.

Os frutos de Byrsonima crassofolia sdo uma boa fonte de fibras alimentares
(SILVA et al., 2008), vitamina C (84 mg.100g™") (VIEIRA et al., 2010), compostos
fendlicos e carotenoides (BARRETO et al., 2009). Mariutti et al. (2013) identificaram
a luteina (17,3 pg/g de peso seco) e a zeaxantina (3,5 ug/g de peso seco) como 0s
principais carotendides presentes no murici. Ainda, o extrato destes carotendides
mostrou, in vitro, potente atividade scavenger do radical peroxil, sendo quase 13
vezes mais potente que o a-tocoferol. No estudo de Souza et al. (2008), o extrato
metandlico de murici, rico em polifendis (2,9 mg /g de matéria seca) aumentou a
resisténcia da LDL (lipoproteina de baixa densidade) a oxidacéao.

Em modelo animal de diabetes, o extrato hexanico do murici apresentou efeito
hipoglicémico, hipolipidémico e antioxidante (incrementou a atividade das enzimas
antioxidantes no figado - SOD e catalase, restaurou as concentragdes de glutationa
e reduziu as concentragdes substancias reativas ao acido tiobarbiturico -TBARS)
(PEREZ-GUTIERREZ et al., 2010). No estudo de Malta et al. (2012), o extrato
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etandlico do murici, que continha acido ferulico e resveratrol, apresentou atividade
antimutagémica in vivo.

Os principais polifendis identificados no murici sdo o acido galico e a
quercetina (GORDON et al., 2011). Recentemente, Mariutti et al. (2014) identificaram
também catequina, epicatequina, rutina e kampferol em extrato hidrofilico de murici,
sendo a quercetina o composto majoritario (2,72 pg/mL). Este extrato agiu
eficazmente contra os radicais peroxil, hipocloroso, hidroxil e anion superdxido e
inibiu a oxidagao da hemoglobina, a peroxidacgao lipidica e a deplecao de glutationa
em eritrocitos humanos. Além disso, tem sido relatada a agao do extrato acetbnico
do murici contra o peroxinitrito (GORDON et al., 2011).

Todavia, ndo ha relatos na literatura quanto aos possiveis efeitos do murici
sobre o sistema nervoso. Considerando-se que a propagagdao da DAC esta
envolvida com ERO e que o envelhecimento e a sepse sao condigcdes que
aumentam a sua producgdo, acredita-se que o murici, o qual é fonte de compostos
antioxidantes, atuaria como uma alternativa no combate ao estresse oxidativo e, por
conseguinte, na modulacdo da DAC, aumentando a resisténcia do cortex cerebral a

este fendbmeno.
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3 HIPOTESES

O extrato do murici reduzira a excitabilidade cortical, avaliada pela DAC, e o
estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos adultos, de maneira
dependente da dose (150 e 300 mg/kg);

O extrato de murici, nas doses de 150 e 300 mg/kg, previnira a alteragao
eletrofisiolégica e o estresse oxidativo cerebrais provocados pelo

envelhecimento, de maneira dose-dependente;

A sepse aumentara o dano oxidativo cerebral, aumentando a susceptibilidade
do cérebro a DAC e o pré-tratamento com extrato de murici, nas doses de 150

e 300 mg/kg, antagonizara este efeito.
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4 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacéo do extrato de frutos de murici (Byrsonima
crassifolia (L.) Kunth), em diferentes dosagens, sobre a depressao alastrante cortical

(DAC) e o status oxidativo cerebral de ratos em diferentes fases da vida e na sepse.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar in vitro o extrato dos frutos do murici com relagdo aos compostos
antioxidantes;

e Investigar os efeitos do consumo do extrato murici em ratos adultos, idosos e
em ratos adultos sépticos quanto aos seguintes parédmetros:
- susceptibilidade cerebral ao fenbmeno eletrofisiolégico da DAC,;
- peroxidacgao lipidica no cortex cerebral,
- glutationa reduzida e razao glutationa reduzida/ glutationa oxidada no cértex
cerebral;
- atividade de enzimas antioxidantes no coértex cerebral (catalase — CAT e

superoxido dismutase — SOD).
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5 METODOS

5.1 Protocolo in vitro: obtengao e caracterizagcao do extrato de murici
Obtencao dos frutos do Murici

Os frutos do murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) foram obtidos de
produtores rurais, em Araiozes, Maranh&o, Brasil. Foram coletados 30 kg de frutos
na safra de 2014. O reconhecimento da espécie foi realizado anteriormente por
especialista do Instituto de Botanica - USP (ANEXO B).

Os frutos foram selecionados (descarte dos frutos podres e verdes), lavados
com agua corrente, sanitizados com hipoclorito de sédio 150 ppm por 15 minutos,
lavados novamente com agua potavel, congelados e transportados para o
Laboratério de Neurofisiologia da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.
Posteriormente, a partir da retirada dos carogos, obteve-se uma mistura de polpa e
pele dos frutos, a qual foi triturada, liofilizada (liofilizador modelo AISI 304, série
Enterprise I, Terroni®, Brasil) e acondicionada em sacos de polietileno, ao abrigo da

luz, a -20 °C, até o momento da obtencao dos extratos.
Obtencao do extrato dos frutos de murici

A obtencdo dos extratos dos frutos (polpa e pele) de murici foi realizada
segundo Broinizi et al. (2008), com modificagdes. Os frutos (polpa e pele) liofilizados
foram, inicialmente, submetidos a extragdo com acetona PA na propor¢ao 1:10
(m/V), durante 30 minutos, em agitador magnético, a temperatura ambiente, seguida
de filtracdo em funil de haste longa. O residuo resultante foi novamente extraido com
acetona na mesma propor¢gdo anterior, seguindo o mesmo procedimento. O
sobrenadante foi coletado e o residuo foi submetido novamente a agitacéo
magnética, sempre ao abrigo da luz. O extrato final foi obtido a partir da juncédo dos
trés sobrenadantes (FIGURA 8).



Figura 8: Fluxograma de obtenc&o dos extratos de murici.
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Em seguida, o solvente foi eliminado em evaporador rotatério (modelo RV 10
digital, IKA®, Staufen, Alemanha) com pressao reduzida, a temperatura de 30 °C, e o
extrato pesado e reconstituido em solugdo de carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e
6leo de soja 10% (FIGURA 8).

Caracterizagao dos compostos antioxidantes do extrato de murici
Determinagao de vitamina C

O acido ascorbico (Vitamina C) foi analisado pelo método de Tilmans, que se
baseia na redugdo do sal sodico 2,6-diclorofenol indofenol (DCFI) pelo acido
ascorbico (IAL, 2008). Os resultados foram expressos em mg de acido ascérbico por

grama de extrato de murici.
Determinagao de carotendides totais

A analise do teor de carotenoides foi realizada segundo o método descrito por
Rodriguez-Amaya (2001), com adaptagdes. Os carotenoides foram transferidos da
acetona para o éter etilico usando funil de separagdo. Em seguida, eles foram
quantificados por espectrofotometria no UV-visivel, pela leitura da absorbancia do
extrato no comprimento de onda de 445 nm (Anax de absorgéo da luteina em éter
etilico). A concentragdo de carotenoides totais foi calculada a partir da Lei de
Lambert-Beer, em que C = (AxV)/E, onde C é a concentragao de carotenoides totais
(Mg), A é a absorbancia do extrato a 445 nm, V é o volume (mL) e E é o coeficiente
de absortividade da luteina em éter etilico, que corresponde a 2480. O conteudo foi

expresso em mg de carotendides totais por grama de extrato de murici.
Determinacgao de fendlicos totais

O conteudo total de polifenois foi medido espectrofotometricamente a 725 nm,
apos diluicdo dos extratos e reagdo com reagente de Folin-Ciocalteu, estabilizado
com solugédo saturada de carbonato de sédio (MIRA et al., 2008). Os resultados
foram expressos, com base em curva analitica, em miligramas de equivalentes de

acido galico por grama de extrato.
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Perfil de compostos fendlicos

A analise do perfil de compostos fendlicos do extrato de murici foi realizada
em cromatografo liquido (Ultimate 3000 Dionex®, com coluna analitica Acclaim®120
Dionex C-18 - 250 mm x 4,6 mm, 5 um). A fase moével foi constituida pela mistura
gradiente de metanol e solugdo aquosa de acido formico. O fluxo da fase moével foi
mantido em 0,5 mL.min™", temperatura do forno de 36 °C, volume de injecéo de 20uL
e comprimentos de onda de 280 a 368 nm.

Padrées puros de compostos fendlicos foram utilizados para a identificacao
nas amostras, tais como: rutina, miricetina, quercetina, caempferol, acido galico,
acido vanilico, acido caféico, acido ferulico, acido siringico, catequina e
epicatequina.

A quantificacdo dos fendlicos foi realizada por meio de curva analitica em
metanol, com padronizagédo externa e as amostras diluidas a 10% com metanol e
filtradas a 0,45 pm (LIMA et al.,, 2011; PORGALI; BYUKTUNCEL, 2012). Os
resultados foram expressos em miligramas por grama de extrato.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

5.2 Protocolo experimental para o ensaio in vivo

Foram utilizados 120 ratos albinos machos (ANEXO C), da linhagem Wistar,
do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
de Pernambuco - UFPE. Destes, 22 animais morreram durante os experimentos,
totalizando 98 ratos. Todos os procedimentos experimentais descritos foram
aprovados previamente pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPE (CEUA
23076.020868/2014-51) (ANEXO D).

No periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas de
polietileno, a temperatura ambiente de 22 + 1 °C, com ciclo claro-escuro de 12 h
(inicio da fase clara as 6 h) e acesso livre a racdo comercial “Presence” (Evialis®) e
agua.

O protocolo experimental in vivo foi dividido em dois experimentos:
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- Experimento 1: Efeitos do extrato de murici sobre a depressao alastrante cortical e

o status oxidativo cerebral de ratos adultos e idosos.

Animais adultos (90 - 120 dias de idade) e idosos (600 — 700 dias de idade)
foram suplementados de forma orogastrica com extrato de murici por quinze dias. O
extrato foi administrado sempre no mesmo horario, as 12h, nas doses de 150
mg/kg/dia ou 300 mg/kg/dia. O tempo de suplementagdo e as doses de extrato
usadas foram determinados com base nos resultados de Perez-Gutierrez et al.
(2010) e de um estudo piloto realizado em nosso laboratério. Os animais controles
receberam volume equivalente (1 mL/kg) da solugcédo veiculo (carboximetilcelulose
0,5% e oleo de soja 10%). Ao final do tratamento foram obtidos os seguintes grupos

experimentais:

G1: animais adultos controle (n =10)

G2: animais adultos suplementados com murici (150 mg/kg; n =10)
G3: animais adultos suplementados com murici (300 mg/kg; n =10)
G4: animais idosos controle (n = 8)

G5: animais idosos suplementados com murici (150 mg/kg; n =10)

G6: animais idosos suplementados com murici (300 mg/kg; n =10)

No dia seguinte apds o térmico da suplementagdo, os animais foram
anestesiados com uma solugdo de uretana a 10% e cloralose a 0,4%, via
intraperitoneal, e submetidos ao registro eletrofisiologico da DAC. Em seguida, os
cérebros dos animais foram retirados para posterior analise do estresse oxidativo

cerebral.

- Experimento 2: Efeitos do extrato de murici sobre a depressao alastrante cortical e

o status oxidativo cerebral de ratos adultos sépticos.

Animais adultos (90 - 120 dias de vida) foram suplementados com extrato de
murici por quinze dias, de forma semelhante a que foi realizada no experimento 1.
Apoés o periodo de suplementacéo, os animais foram submetidos, primeiramente, a
cirurgia de sepse e, em seguida, ao registro eletrofisiolégico da DAC. Foram, entao,

formados os grupos experimentais a seguir:
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G7: animais adultos controle (sham; n =10)
G8: animais adultos sépticos (n =10)
G9: animais adultos e sépticos suplementados com murici (150 mg/kg; n =10)

G10: animais adultos e sépticos suplementados com murici (300 mg/kg; n =10)

5.3 Protocolo de sepse

ApoOs a suplementagdo com extrato de murici, todos os animais dos
grupos G7 a G10 foram mantidos em jejum de 12 h e, entao, submetidos a sepse ou
a cirurgia ficticia (sham). Nos animais adultos dos grupos G8 a G10 foi realizado o
modelo de sepse conhecido por CLP (do inglés, “cecal ligation and puncture”)
conforme Hubbard et al. (2005), com adaptagdes. Inicialmente, os animais foram
anestesiados com uma solugao de uretana a 10% e cloralose a 0,4% (1mL/100g),
via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada uma laparotomia na linha média do
animal, a fim de expor o ceco, o qual foi ligado com uma linha de sutura em sua
base, abaixo da valvula ileo-cecal. O ceco foi perfurado 2 vezes com agulha de 16
gauge, espremido para expulsao das fezes e retornado para cavidade peritoneal, e a
laparatomia suturada. No grupo G7 foi realizada uma cirurgia ficticia (sham), onde os
animais foram submetidos a todos os procedimentos cirurgicos, mas o ceco nao foi
ligado, nem perfurado. Imediatamente apdés a cirurgia de sepse ou sham,
administrou-se solugdo salina 0,9% (50 ml /kg), por via subcuténea, nos animais,
para retardar o choque séptico. Logo em seguida, realizou-se a cirurgia para os
registros eletrofisioldgicos e a analise da DAC, a qual teve duragdo de sete horas.
Esse tempo de registro foi usado com base nos resultados de Vieira et al. (2014)
para inducao do estresse oxidativo cerebral em ratos sépticos e em resultados de
um estudo piloto realizado em nosso laboratério.

Adicionalmente, a glicemia dos animais foi aferida através de um glicosimetro
comercial On Call Plus (Acon®). O sangue foi coletado por meio de um pequeno
corte na extremidade da cauda dos animais. Os niveis de glicose dos animais foram

monitorados durante as sete horas em que ocoreram os registros eletrofisiolégicos.
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5.4 Cirurgia para registros eletrofisiolégicos

Os animais foram submetidos ao registro eletrofisiolégico da depressao
alastrante cortical (DAC), conforme Monteiro et al. (2015). Inicialmente, foi realizada
uma traqueostomia para introducdo de uma canula de polietileno. Em seguida, foi
feita uma incisdo e a remogao da pele e do peridsteo para exposi¢cao do cranio. Por
meio de trepanacéao, foram feitos trés orificios (2-3 mm de didmetro) no hemisfério
cerebral direito, alinhados paralelamente a linha média. O primeiro orificio (no osso
frontal) foi usado para aplicar o estimulo para provocar a DAC (KCI 2%). Os outros
dois orificios (no osso parietal) foram utilizados para registrar a onda de propagagao
da DAC. A temperatura retal do animal foi mantida durante todo o procedimento em
37+1 °C.

5.5 Analise da depressao alastrante cortical - registros eletrofisiolégicos

A DAC foi provocada através de estimulo quimico (KCl a 2%), aplicado por
um minuto, sobre o cértex cerebral na regido frontal. Os registros eletrofisiolégicos
foram feitos utilizando-se eletrodos impolarizaveis (tipo “Ag-AgClI”), conectados a um
eletromiografo configurado para esse fim. A variagdo lenta de voltagem, que
acompanha a DAC, foi registrada nos dois pontos corticais parietais. As variagdes
corticais de voltagem foram registradas contra um eletrodo de referéncia comum,
colocado sobre o0 0sso nasal, no qual o potencial € invariavel.

A aplicacédo de KCI para deflagracdo da DAC foi repetida a cada 20 minutos
por um periodo de 4 horas (grupos G1 a G6) ou de 7 horas (grupos G7 a G10).
Dessa forma, trés mensuragcdes da DAC eram geralmente obtidas em cada hora. Ao
final, foi calculada a média das velocidades de propagacdo da DAC obtidas nos
registros. A velocidade de propagacao da DAC foi calculada com base na distancia
entre os dois eletrodos registradores e no tempo gasto pela DAC para percorrer esta
distancia e foi expressa em mm/min.

Ao final do registro eletrofisioldgico, os animais foram sacrificados e seus
cérebros removidos. O cortex cerebral isolado foi processado para analises

bioquimicas posteriores.
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5.6 Avaliacao do status oxidativo no cértex cerebral

Preparo do homogeneizado do cértex cerebral

O cortex cerebral foi isolado e homogeneizado com tampao tris-base 50 mM,
EDTA 1 mM (pH 7,4), fenilmetilsulfonilfluor (PMSF) 200 mM e ortovanadato de sodio
100 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 1000 x G, por 10 minutos, a 0 °C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para analises posteriores, as

quais foram realizadas em ftriplicata.

Avaliacao da peroxidacao lipidica no cértex cerebral

A peroxidagao lipidica foi mensurada por meio da producdo de metabdlitos
reativos ao acido tiobarbiturico (TBARS), principalmente o malondialdeido (MDA), no
homogenato cerebral, segundo o método descrito por Ohkawa et al. (1979). Neste
ensaio, a reagao foi realizada em dodecil sulfato de sodio 8,1%, acido acético 20% e
acido tiobarbiturico 0,8%. Para realizagao dos calculos, foi feita uma curva padrao de
1,1,3,3-tetrametoxipropano. A mensuracgao foi realizada espectrofotometricamente, a
532 nm, em leitor de placas (Thermo Scientific, Varioskan Flash Spectral Scanning
Multimode Reader). Os resultados foram expressos em nM equivalentes de MDA/mg

proteina.

Quantificagcdo de glutationa reduzida (GSH) e razdo glutationa reduzidal/
/glutationa oxidada (GSH/GSSG)

Os niveis de GSH e GSSG foram analisados de acordo com Hissin e Hilf
(1976), usando espectrofluorimetro com 350 nm de excitagao e 420 nm de emissao.
Na analise da GSH o meio da reacéo era composto por tampéao fosfato 100 mM com
EDTA 5 mM (pH 8,0) e ortoftaldeido 1 mg/mL (OPT). Para o ensaio da GSSG foram
usados hidroxido de sodio 0,1 M, OPT (1 mg/mL) e N-etilmaleimida 0,04 M (NEM).
Os resultados foram expressos em nM de GSH e GSSH por mg de proteina, usando
uma curva padrao de GSH e GSSG, respectivamente. Com base nestes resultados,
calculou-se a razao GSH/GSSG.
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Atividade de enzimas antioxidantes no cortex cerebral

A atividade da superédxido dismutase (SOD) foi avaliada de acordo com a
metodologia de Misra e Fridovich (1972). O meio de reagao foi composto por tampao
carbonato 0,05 M com EDTA 0,005 M (pH 10,2) e epinefrina 150 mM. As
absorbancias foram lidas a cada 15 segundos, por 2 minutos, a 480 nm. Os
resultados foram expressos em unidades/mg proteina (U/mg proteina), em que cada
unidade representa a quantidade de enzima que provoca 50% de inibicdo da
oxidacao de epinefrina

Para avaliacdo da atividade da catalase (CAT), o meio de reacao foi
composto por peréxido de hidrogénio 300 mM e tampé&o fosfato 50 mM (pH 7,0),
conforme Aebi (1984). As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotobmetro, a cada 10 segundos, durante 2 minutos, a 240 nm. Os resultados

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

Determinagao de proteinas totais no cértex cerebral

A determinacgao de proteinas totais no cértex cerebral foi realizada conforme

Bradford (1976), utilizando-se uma curva padrao com solucao de albumina.

5.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média *+ desvio padrdo da média. Para
comparacao das médias aritméticas, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste Holm Sidak, usando o software GraphPad Prism, versao 5.0 para
Windows (San Diego, CA, USA). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DO EXTRATO DE
MURICI

A caracterizacdo dos compostos antioxidantes do extrato de frutos de murici,
incluindo os teores de acido ascorbico, carotendides totais, polifenois totais, acido
galico e quercetina estdo na Tabela 1. O extrato de fruto de murici pode ser
considerado uma boa fonte de acido ascoérbico e de carotendides. Contudo, a
analise quimica mostrou que os polifenois sdo os compostos maijoritarios, sendo a

quercetina o principal polifenol identificado.

Tabela 1: Teores de compostos antioxidantes no extrato de murici (Byrsonima
crassifolia (L.) Kunth).

Compostos antioxidantes Concentragao (mg/g de extrato)
Acido ascérbico 0,24 + 0,03
Carotenoides totais 0,57 £ 0,02
Fendlicos totais 8,36 + 0,54
Acido galico 0,22 + 0,04
Quercetina 1,29 + 0,23

EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSAO ALASTRANTE
CORTICAL EM RATOS ADULTOS E IDOSOS

A ANOVA mostrou diferencas significativas nas velocidades de propagacao
da DAC entre os grupos adultos e idosos suplementados com extrato de murici (F [5,
639] = 1889,38; p < 0,05). As comparagbes post-hoc mostraram que os animais
idosos apresentavam velocidades de propagacdo da DAC menores do que os
animais adultos. Quanto ao extrato do murici a dose mais alta (300 mg/kg/dia)
acelerou, enquanto que a mais baixa (150 mg/kg/dia) desacelerou a propagacéo da

DAC, tanto nos animais adultos, quanto nos idosos (Tabela 2).
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Tabela 2: Velocidade de propagagao da depressao alastrante cortical (mm/min) em
ratos adultos (90-120 dias de idade, n = 30) e idosos (600-700 dias de idade, n = 28)
suplementados com 150 mg/kg/dia (MUR-150) e 300 mg/kg/dia (MUR-300) de

extrato de murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) por quinze dias.

Velocidade da DAC (mm/min)

Grupos experimentais Adulto Idoso*
Controle 3,62+ 0,22 2,54 +0,11
MUR-150 2,65 + 0,232 2,24 +0,08°
MUR-300 4,46 +0,32°° 3,47 £0,112°

Valores est&o apresentados como média + desvio-padréo. °p < 0,05 quando comparado com o grupo
controle da mesma idade. bp < 0,05 quando comparado com o grupo MUR-150 da mesma idade. O
asterisco indica que todos os grupos idosos diferem significativamente do grupo adulto
correspondente (p < 0,05).

Os registros eletrofisioldgicos de trés ratos adultos e de trés ratos idosos dos
grupos experimentais (controle, MUR-150 e MUR-300) estdo apresentados na
Figura 9 e confirmam a presenca da DAC apds a aplicagdo com KCI. De um modo
geral, a aplicacao topica de KCl a 2% durante 1 min em um ponto do cértex frontal,
no hemisfério direito, provocou uma unica onda de DAC, propagada sem
interrupgado, a qual foi registrada por dois eletrodos localizados na superficie parietal

do mesmo hemisfério.
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Figura 9: Registro eletrofisiologico (variagédo lenta de voltagem) da depresséao
alastrante cortical (DAC) em ratos adultos (90-120 dias de idade) e idosos (600-700
dias de idade) suplementados com 150 mg/kg/dia (MUR-150) e 300 mg/kg/dia

(MUR-300) de extrato de murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) por quinze dias.

Controle MUR-150 MUR-300

Adulto

P1

Idoso

P2

As barras verticais soélidas a direita indicam 10 mv (variagao lenta negativa). As barras horizontais sob
as linhas do registro P1 indicam o tempo (1 minuto) de estimulagdo com KCL 2% para deflagrar a
DAC. Uma vez deflagrada no coértex frontal, a DAC foi registrada pelos 2 eletrodos corticais
localizados no cortex parietal (diagrama central - P1 e P2). Um terceiro eletrodo do mesmo tipo foi
localizado nos ossos nasais e serviu como uma referéncia comum (R) para os eletrodos de registro.
As linhas pontilhadas verticais indicam a laténcia de uma onda DAC cruzando a distancia entre os
dois eletrodos.

Fonte: Autor
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EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE O STATUS OXIDATIVO DO CORTEX
CEREBRAL DE RATOS ADULTOS E IDOSOS

O status oxidativo do cortex cerebral de ratos adultos e idosos foi avaliado por
meio da mensuragao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), dos
niveis de glutationa reduzida (GSH), da razédo glutationa reduzida/glutationa oxidada
(GSH/GSSG) e da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) (FIGURA 10).

ANOVA revelou que o tratamento com extrato de murici alterou
significativamente as concentracbes de malondialdeido no cortex cerebral de ratos
adultos e idosos (F [5,52] = 18,134; p < 0,05). Na condi¢ao adulto, as concentragdes
de MDA foram maiores no grupo MUR-300 quando comparado ao respectivo grupo
controle (p < 0,05). Comparagdes post-hoc mostraram que o envelhecimento
aumentou as concentragdes de MDA no cortex cerebral de ratos. Por outro lado, os
animais idosos suplementados com extrato de murici, em ambas as doses,
apresentaram niveis mais baixos de MDA quando comparados ao seu controle (p <
0,05) (FIGURA 10 - A).

As concentracbes de GSH e a razdao GSH/GSSG estdo apresentadas na
Figura 10 - B e C, respectivamente. O extrato de murici, na maior dose (300
mg/kg/dia), reduziu as concentragbes de GSH e a razdo GSH/GSSG no cortex
cerebral dos ratos adultos, assim como o envelhecimento (p < 0,05). Por outro lado,
o extrato de murici, em ambas as doses, foi capaz de modificar essa condicdo nos
animais idosos, aumentando a razao GSH/GSSG.

Quanto as enzimas antioxidantes, comparagdes post-hoc revelaram que em
animais adultos, o extrato de murici na maior dose (300 mg/kg/dia) inibiu a atividade
da enzima catalase, de forma semelhante ao envelhecimento. Em animais idosos, o
extrato de murici ndo modificou a atividade desta enzima (FIGURA 10 - D).

Além disso, ANOVA revelou que o tratamento com extrato de murici nao
modificou significativamente a atividade da enzima SOD no cértex cerebral de
animais adultos e idosos (FIGURA 10 — E) (p > 0,05).
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Figura 10: Status oxidativo do coértex cerebral de ratos adultos (90-120 dias de
idade) e idosos (600-700 dias de idade) suplementados com 150 mg/kg/dia (MUR-
150) e 300 mg/kg/dia (MUR-300) de extrato de murici (Byrsonima crassifolia (L.)

Kunth) por quinze dias.
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Valores estdo apresentados como média + desvio-padrdo. n = 6 - 8 animais por grupo. A)
Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), B) Niveis de Glutationa reduzida (GSH), C)
Razao Glutationa reduzida/Glutationa oxidada, D) Atividade da enzima catalase (CAT), E) Atividade
da enzima superdxido dismutase (SOD).*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle da
mesma idade. #p < 0,05 quando comparado com o grupo MUR-150 da mesma idade. Yp < 0,05
quando comparado com o grupo jovem correspondente. Fonte: Autor.



51

PADRAO GLICEMICO DOS ANIMAIS ADULTOS SEPTICOS PREVIAMENTE
SUPLEMENTADOS COM EXTRATO DE MURICI

A glicemia de jejum (TO) n&o diferiu significativamente entre os animais de
todos os grupos. Uma hora apds a cirurgia de sepse ou sham (T1), a glicemia dos
animais caiu e assim permaneceu ao longo de quatro horas (T1 a T4) de
experimento, ndo havendo diferengas entre os grupos. A partir da quinta hora (T5),
observou-se reducgdo significativa da glicemia dos animais sépticos e sépticos
previamente suplementados com extrato de murici, quando comparados com o
grupo controle sham. Essa diferenga permaneceu até o fim do experimento, apos as
7 horas de cirurgia (T7) (FIGURA 11).

Figura 11: Valores de glicemia (mg/dL) de ratos adultos (90-120 dias de idade)
sépticos previamente suplementados com 150 mg/kg/dia (SEPSE+MUR-150) e 300
mg/kg/dia (SEPSE + MUR-300) de extrato de murici (Byrsonima crassifolia (L.)
Kunth) por quinze dias, nos tempos 0 hora (antes da sepse) e 1, 2, 3,4, 5,6 e 7

horas apds a sepse.

100
-o- Controle
o 80+ = Sepse
% - Sepse+MUR-150
E 604 -¥ Sepse+MUR-300
8
£ 404 £,
0 *
O 20-
0

Horas

Valores estdo apresentados como média + desvio-padrdo. n = 7 animais por grupo. *p < 0.05 quando
comparado com o grupo controle.

Fonte: Autor.
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EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSAO ALASTRANTE
CORTICAL EM RATOS ADULTOS SEPTICOS

Registros eletrofisiolégicos na superficie cortical de um rato Wistar de cada
condicao estudada (controle sham, sepse e sepse suplementados previamente com
extrato de murici nas doses de 150 e 300 mg/kg/dia) estdo apresentados na Figura
12. A variacdo lenta de potencial nos registros denota a presenca da DAC apds
estimulagdo com KCI. De um modo geral, a aplicagéo tépica de KCl a 2% durante 1
minuto no orificio localizado no hemisfério direito do cortex frontal provocou uma
unica onda de DAC que se propagou sem interrupg¢ao até o coértex parietal, onde foi
registrada. A variagdo lenta de potencial foi recuperada gradualmente apds a DAC
(FIGURA 12).

A ANOVA de uma via revelou que a sepse e o extrato de murici exerceram
efeitos significantes sobre a velocidade de propagacao da DAC (F [3,812] = 1071,81;
p < 0,05). Comparagdes post-hoc mostraram que a velocidade foi menor no grupo
sepse (p < 0,05). Ratos sépticos que foram previamente suplementados com extrato
de murici nas doses de 150 e 300 mg/kg/dia apresentaram velocidades de
propagacao da DAC mais altas (p < 0,05), independentemente da dose testada
(TABELA 3).

Tabela 3: Velocidade de propagacao da depressao alastrante cortical (mm/min) em
ratos adultos (90-120 dias de idade) sépticos previamente suplementados com 150
mg/kg/dia (MUR-150) e 300 mg/kg/dia (MUR-300) de extrato de murici (Byrsonima

crassifolia (L.) Kunth) por quinze dias.

Grupos Experimentais Velocidade da DAC (mm/min)
Controle 3,70+ 0,14

Sepse 2,76 £ 0,16*

Sepse + MUR-150 3,35 + 0,23**

Sepse + MUR-300 3,43 + 0,15

Valores estao apresentados como média * desvio-padrao. *p < 0.05 quando comparado com o grupo
controle. #p < 0.05 quando comparado com o grupo sepse.
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Figura 12: Registro eletrofisiolégico (variagdo lenta de voltagem) da depresséo
alastrante cortical (DAC) em ratos adultos (90-120 dias de idade) sépticos
suplementados com 150 mg/kg/dia (Sepse+ MUR-150) e 300 mg/kg/dia (Sepse+

MUR-300) de extrato de murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) por quinze dias.

Controle Sepse

Sepse + MUR-150 Sepse + MUR-300

P1

P2

As barras verticais sélidas a direita indicam 10 mv (variagédo lenta negativa). As barras horizontais sob
as linhas do registro P1 indicam o tempo (1 minuto) de estimulagdo com KCL 2% para deflagrar a
DAC. Uma vez deflagrada no cortex frontal, a DAC foi registrada pelos 2 eletrodos corticais
localizados no cortex parietal (diagrama central - P1 e P2). Um terceiro eletrodo do mesmo tipo foi
localizado nos 0ssos nasais e serviu como uma referéncia comum (R) para os eletrodos de registro.

As linhas pontilhadas verticais indicam a laténcia de uma onda DAC cruzando a distancia entre os
dois eletrodos. Fonte: Autor.
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EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE O STATUS OXIDATIVO DO CORTEX
CEREBRAL DE RATOS ADULTOS SEPTICOS

O status oxidativo do cortex cerebral de ratos adultos sépticos ou sépticos
previamente suplementados com extrato de murici foi avaliado por meio da
mensuragao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), dos niveis de
glutationa reduzida (GSH), da razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada
(GSH/GSSG) e da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) (FIGURA 13).

ANOVA revelou que o tratamento com extrato de murici alterou
significativamente as concentracdes de malondialdeido no cortex cerebral dos
animais sépticos (F [3,34] = 8,635; p < 0,05). Comparagdes post-hoc mostraram que
a sepse aumentou as concentragbes de MDA (2,47 £ 0,60 nM MDA/mg proteina),
quando comparada ao grupo controle sham (1,79 = 0,33 nM MDA/mg proteina) (p <
0,05). Por outro lado, os animais sépticos que foram previamente suplementados
com extrato de murici, nas doses de 150 e 300 mg/kg/dia, apresentaram valores de
MDA mais baixos, 1,69 £ 0,20 e 1,86 £ 0,21 nM MDA/mg proteina, respectivamente,
se comparados ao grupo controle (FIGURA 13 — A).

As concentragcoes de GSH e a razao GSH/GSSG estdo apresentadas na
Figura 13 - B e C, respectivamente. As concentragdes de GSH n&o diferiram
significativamente entre os grupos (F [3,30] = 2,971; p = 0,0475). A condi¢cao sepse
ndo alterou a razdo GSH/GSSG. No entanto, o extrato do murici, em ambas as
doses, reduziu a razdo GSH/GSSG (p < 0,05).

A avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes por meio da ANOVA
mostrou que a condicdo sepse e o0 extrato de murici ndo modificaram
significativamente a atividade da enzima catalase no cortex cerebral dos animais
(FIGURA 13 — D). Todavia, comparag¢des post-hoc revelaram que animais jovens
sépticos suplementados previamente com extrato de murici na dose maior (300
mg/kg) exibiram aumento da atividade da enzima SOD (6,45 + 1,06 U/mg proteina),
quando comparados ao grupo controle (3,06 + 0,79 U/mg proteina) e séptico (3,75
1,38 U/mg proteina), independentemente da dose testada (FIGURA 13 - E).
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Figura 13: Status oxidativo do coértex cerebral de ratos adultos (90-120 dias de
idade) sépticos previamente suplementados com 150 mg/kg/dia (SM-150) e 300
mg/kg/dia (SM-300) de extrato de murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) por

quinze dias.
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Valores estdo apresentados como média + desvio-padrdo. n = 8 animais por grupo. A) Substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), B) Niveis de Glutationa reduzida (GSH), C) Razéao
Glutationa reduzida/Glutationa oxidada, D) Atividade da enzima catalase (CAT), E) Atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD). *p < 0.05 quando comparado com o grupo controle. #p < 0.05
quando comparado com o grupo sepse. Fonte: Autor.
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7 DISCUSSAO

EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSAO ALASTRANTE
CORTICAL E O STATUS OXIDATIVO CEREBRAL DE RATOS ADULTOS E
IDOSOS

Neste estudo, a depresséo alastrante cortical (DAC) foi usada como modelo
experimental para identificar como a suplementagdo com extrato de murici pode
afetar a eletrofisiologia do cértex cerebral. Observou-se um efeito diferencial do
extrato de murici a depender da dose suplementada em ambas as idades estudadas
(animais adultos e idosos). Ele promoveu um efeito desacelerador na propagacéao da
DAC quando a dose administrada era de 150 mg/kg/dia e, um efeito acelerador
quando essa era dose duplicada (300 mg/kg/dia) (TABELA 2). A desaceleracao da
DAC é compativel com um efeito antioxidante do extrato de murici; enquanto que
sua aceleragao esta relacionada a um efeito pré-oxidante do extrato em animais
adultos. Considerando-se as evidéncias obtidas no trabalho de Mendes-da-Silva et
al. (2014), tais dados se assemelham aos obtidos com a vitamina C.

Neste trabalho, a menor dose de extrato de murici, que é fonte importante de
carotenodides, conduziu a desaceleragcao da DAC, corroborando achados anteriores
em que a suplementacdo com carotendides, como a astaxantina, reverteu os efeitos
do consumo crénico de etanol sobre a aceleragdo da DAC (BEZERRA et al., 2005,
ABADIE-GUEDES et al.,, 2008). O etanol € um agente deletério para o cérebro
porque leva a producdo de ERO e, consequentemente, ao estresse oxidativo
(GONG et al., 2017).

A DAC é um fendbmeno eletrofisiolégico que tem sido implicado em desordens
neuroldgicas, como a epilepsia e a enxaqueca com aura (SANCHEZ-PORRAS,
2014). Dentre os fatores capazes de influenciar a ocorréncia da DAC, tem-se a
presenca de ERO (READ; PARSONS, 2000). Estudos experimentais indicam que o
aumento da excitabilidade neuronal necessario para iniciar a DAC pode ser
provocado por radicais livres (GRINBERG; VAN DRONGELEN; KRAIG, 2012;
MALKOQV et al., 2014). Nao obstante, a DAC per se aumenta a produg¢ao de ERO no
cérebro de ratos (VIGGIANO et al., 2011). Portanto, os antioxidante do extrato de
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murici podem ser uma alternativa terapéutica para a prevencao e tratamento de
patologias associadas com a DAC.

Varios fatores ambientais podem aumentar a produgao de ERO e levar ao
estresse oxidativo, como o envelhecimento. O estresse oxidativo é considerado um
dos elementos-chave no processo do envelhecimento (HARMAN, 1956) e de
doengas neurodegenerativas, como Alzheimer, ao promover a oxidagao de
proteinas, lipidios e DNA, modificando dessa forma, a funcionalidade das células
(YIN et al., 2016). Tatarkova et al. (2016) identificaram que o estresse oxidativo no
cortex cerebral de ratos idosos € devido a disfungdo mitocondrial. No presente
trabalho, o envelhecimento reduziu a velocidade de propagacdo da DAC, como
previamente descrito por Guedes, Amorim e Teoddsio (1996) e Batista-de-Oliveira et
al. (2012). Adicionalmente, os ratos idosos exibiram atividade da SOD elevada, o
que indica aumento na produgao de superdxido, e uma diminuigcdo na atividade da
catalase. Todas estas alteragbes indicam um possivel acumulo de perdxido de
hidrogénio no coértex cerebral, o que promove dano oxidativo, tal como indicado pelo
aumento dos niveis de MDA nesses animais. No entanto, o tratamento com extrato
de murici neutralizou o desequilibrio redox induzido pelo envelhecimento, uma vez
que reduziu os niveis de MDA. Outro estudo, mostrou um efeito antioxidante do
extrato de murici na dose de 300 mg/kg/dia em ratos diabéticos (PEREZ-
GUTIERREZ et al., 2010).

As vias pelas quais o envelhecimento reduz a propagacdo da DAC néo estao
claras, mas provavelmente ha a participacdo de multiplas vias de sinalizacdo e nao
somente o envolvimento de radicais livres. A medida que o cérebro envelhece, ERO
oxidam canais iGnicos de calcio e potassio e alteram os receptores, como o NMDA
(N-metil-D-Aspartato) (PATEL; SESTI, 2016), os quais s&o necessarios para a
iniciacdo e propagacao da DAC (TOTTENE; URBANI; PIETROBON, 2011). Os
neurotransmissores acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato, por exemplo,
estdo reduzidos no cortex dorsolateral pré-frontal de individuos idosos (NODA et al.,
2017), o que também pode ser um fator a influenciar a neuroexcitabilidade. Além
disso, ratos idosos apresentam maior numero de astrocitos no cortex cerebral
(PEINADO et al., 1998), o que também dificulta a deflagragdo da DAC (SMITH et al.,
2006).

Os mecanismos pelos quais o extrato de murici module a propagacao da DAC

ainda nao foram totalmente esclarecidos, especula-se que tais efeitos
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eletrofisiologicos sao decorrentes da agdo de compostos bioativos presentes no
extrato. Este extrato € rico em compostos antioxidantes como o acido ascérbico,
carotendides e polifenois, especialmente a quercetina (Tabela 1). As xantofilas,
como a luteina e a zeaxantina, sdo os carotendides predominantes, representando
94% dos carotenoides totais (MARIUTTI; RODRIGUES; MERCADANTE, 2013).

A acgdo antioxidante da quercetina é bem estabelecida; ela atua como um
potente doador de elétrons para as ERO, sequestrando o perdxido de hidrogénio e
age como um quelante de metais oxidantes (SUGANTHY et al., 2016). A quercetina
também aumenta os niveis de GSH, via ativacdo do fator de transcricdo “Nuclear
factor-E2-related factor” (Nrf2) (ARREDONDO et al., 2010), além de restaurar os
niveis de serotonina no cérebro de ratos (ZARGAR et al., 2016). A serotonina € um
importante neurotransmissor envolvido no controle neural e sua deplecdo esta
associada com aumento da excitabilidade cortical (SUPORNSILPCHAI et al., 2006;
LE GRAND et al. 2011; SAENGJAROENTHAM et al., 2015).

Por sua vez, as xantofilas representam cerca de 70% dos carotendides totais
em todas as regides cerebrais (JOHNSON et al., 2013), e estdo concentradas
seletivamente nas membranas lipidicas, as quais sdo especialmente susceptiveis ao
dano oxidativo. Essa localizagdo € ideal para as xantofilas atuarem como
antioxidantes lipossoluveis, que € o mecanismo mais aceito através do qual a luteina
e a zeaxantina protegem o tecido neural contra os radicais livres e,
consequentemente, contra doencas neurodegenerativas (WIDOMSKA,
ZAREBA, SUBCZYNSKI, 2016). Contudo, os efeitos fisiologicos das xantofilas vao
aléem da acado antioxidante. Luteina e zeaxantina podem estar envolvidas na
funcionalidade das membranas sinapticas, sendo capazes de alterar a fluidez, a
troca de ions, a difusdo de oxigénio e a estabilidade da membrana, modulando a
comunicagao neuronal através das jungdes gap (ERDMAN JR. et al., 2015).

A mielina cortical, que forma uma bainha isolante em torno dos axdnios para
acelerar a velocidade do impulso nervoso, pode estar envolvida na estabilizagdo do
conteudo de ions extracelulares, sendo um fator determinante para a velocidade de
propagacao da DAC. Neste sentido, a desmielinizagao cortical esta associada com a
aceleracdo da DAC (MERKLER et al., 2009). Por outro lado, a luteina pode se
acumular na mielina e influenciar sua integridade estrutural, mantendo a
comunicagao adequada entre os neurbnios (ERDMAN JR. et al., 2015) e, assim,

reduzir a velocidade da DAC em animais adultos saudaveis.
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Porém, acido ascérbico, carotenoides e polifenois podem atuar como proé-
oxidantes se presentes em concentragdes elevadas ou na presenca de metais de
transicdo (POLYAKOQV et al., 2001; RIETJENS et al., 2002; VASCONCELOS et al.,
2006). Tem sido demonstrado que ratos suplementados com acido ascorbico na
dose de 30 mg/kg/dia apresentam niveis reduzidos de MDA no cértex cerebral de
ratos e desaceleragcdo da velocidade da DAC; enquanto que as doses de 60
mg/kg/dia e de 120 mg/kg/dia aumentam os niveis de MDA e aceleram a DAC
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Resultado semelhante ao que foi encontrado em
nosso estudo nos ratos adultos saudaveis suplementados com 300 mg/kg de extrato
(TABELA 2, FIGURA 10-A).

Nossos achados parecem reforcar a ideia de que determinadas substancias
podem exercer agdes pré ou antioxidantes a depender da dosagem utilizada. Desse

modo elas podem modular diferentemente a propagacao da DAC.

EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSAO ALASTRANTE
CORTICAL E O STATUS OXIDATIVO CEREBRAL DE RATOS SEPTICOS

Além do envelhecimento, a sepse € outra condicdo que pode alterar a
producdo de ERO. Neste estudo, demonstrou-se pela primeira vez que a sepse
desacelera a DAC, e que a administracdo prévia de extrato de murici antagoniza
este efeito e protege o cérebro contra o dano oxidativo em ratos adultos (TABELA 3,
FIGURA 13).

No nosso estudo, o efeito da sepse em reduzir a velocidade de propagacéao
da DAC foi semelhante ao da pilocarpina (GUEDES; VASCONCELOS, 2008). Essa
droga, em altas doses, pode induzir status epiléptico, 0 que aumenta marcadamente
o estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos (TEJADA et al., 2007).

Outro mecanismo que pode estar envolvido na resposta encontrada seria o
desequilibrio no metabolismo de aminoacidos e de neurotransmissores. Dentre
estes sistemas de neurotransmissdo, os sistemas gabaérgico e serotoninérgico,
provavelmente estdo envolvidos nos mecanismos subjacentes a neuroexcitabilidade
durante a sepse (DAL-PIZZOL; TOMASI; RITTER, 2014). Kadoi e Saito (1996)
observaram aumento na atividade do receptor do acido gama-aminobutirico-A

(GABAA) no cérebro de ratos sépticos. O GABA é o principal neurotransmissor



60

inibitério do cérebro e as drogas agonistas do receptor GABAA sdo capazes de
reduzir a velocidade de propagacdo da DAC (HOLLAND; AKERMAN; GOADSBY,
2010). Quanto a serotonina, seus niveis estdo aumentados no plasma (LI et al.,
2016) e no cortex cerebral de ratos sépticos (SHIMIZU et al., 1999). Por sua vez,
alguns trabalhos tém relatado que o aumento da disponibilidade cerebral da
serotonina através de farmacos como a fluoxetina (MONTEIRO et al., 2015) e o
citalopram (GUEDES et al., 2002), reduz a excitabilidade cortical.

Dentro do conjunto de alteragdes sistémicas produzidas pela infecgéo,
destaca-se o desbalango no metabolismo da glicose (BRANCO et al., 2007). Em
ratos, a peritonite é caracterizada pelas fases de hiperglicemia (2h), euglicemia (6h)
e hipoglicemia (24h). Essa hipoglicemia parece decorrer da captagdo elevada de
glicose pelos tecidos ricos em macréfagos, como € o caso do tecido intestinal
(MAITRA; WOJNAR; LANG, 2000). Geralmente, os baixos niveis glicémicos
impostos pela peritonite levam a reducéo da respiragdo mitocondrial e da produgéao
de ATP (LEWIS; BILLIAR; ROSENGART, 2016). Estes dois fatores podem contribuir
para redugcdo da propagacdao da DAC (SONN; MAYEVSKY, 2001). Em nosso
trabalho, ndo se observou hiperglicemia inicial nos animais. Porém, apés 4h de
sepse, a fase de euglicemia foi seguida de queda significativa da glicemia, o que
indica a severidade do processo infeccioso (MILLER et al., 1980; RATTARASARN,
1997). De fato, 20% dos animais morreram durante a sepse e foram excluidos da
pesquisa.

As taxas elevadas de morbidade e de mortalidade na sepse estdo associadas
a disfuncado cerebral aguda. Essa disfungdo € um quadro de encefalopatia com
fisiopatologia complexa que resulta de resposta inflamatéria a infecgdo, produgéo
excessiva de ERO, ativagdo microglial exacerbada, perfusdo cerebral prejudicada e
alteracao na agao de neurotransmissores (SONNEVILLE et al., 2013). Em conjunto,
tais fatores tém sido implicados no declinio cognitivo de pacientes sobreviventes a
sepse (GOTZ et al., 2014; ANNANE; SHARSHA, 2014). Portanto, o uso de
antioxidantes, como o extrato de murici, representa uma alternativa terapéutica que
pode impactar positivamente nas fun¢gdes neurais.

Pacientes adultos com sepse grave exibem niveis séricos elevados de MDA,
um biomarcador da peroxidagao lipidica induzida pelo estresse oxidativo (LORENTE
et al., 2013). Em nosso trabalho, a mensuragao dos niveis de MDA foi realizada

através das substancias reativas ao acido tiobarbiturico no cortex cerebral de ratos
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sépticos, e mostrou que as membranas lipidicas do cérebro sdo alvos importantes
das ERO (FIGURA 13). Estes resultados estdao de acordo com Barichello et al.
(2006) e Vieira et al. (2014), que reportaram aumento de MDA no cértex cerebral
apos a sepse. Esse aumento do estresse oxidativo esta associado ao incremento da
expresséao de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) (YOKOO et al., 2012), que sao capazes de ativar a microglia, levando a produg¢ao
de mais citocinas e ERO no sistema nervoso (HENRY et al., 2009, BOZZA et al.,
2013).

Por outro lado, a administracdo prévia com extrato de murici preveniu os
efeitos da sepse sobre a DAC, o aumento da peroxidagao lipidica e aumentou a
atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) e da glutationa peroxidase
(indicada pela menor razdo GSH/GSSG). Semelhantemente, Perez-Gutierrez et al.
(2010) observaram reducdo de MDA e aumento da atividade da enzima SOD e de
GSSG no figado de ratos diabéticos suplementados com extrato de murici (300
mg/kg/dia).

A SOD catalisa a dismutagado do anion superéxido a peroxido de hidrogénio,
por meio de oxidagdes e reducdes sucessivas dos ions metalicos presentes no sitio
ativo (VALKO et al., 2006), contribuindo para a reducdo de ERO circulantes. Em
pacientes com choque séptico, COSTA et al. (2016) verificaram elevagao sérica de
MDA e atividade eritrocitaria reduzida da SOD1. Nesse trabalho, a atividade elevada
da SOD1 eritrocitaria foi associada com protegao contra injuria renal, o que reforca a
importancia da SOD como um dos principais antioxidantes endégenos.

Ja a glutationa peroxidase catalisa a decomposi¢ao do peroxido de hidrogénio
em agua, protegendo as células do estresse oxidativo. Mas sua atividade esta
reduzida no plasma de pacientes sépticos (LEE et al., 2017). Neste tarbalho, néo
verificamos alteragdes nas concentragdes de glutationa reduzida e oxidada no
cérebro de ratos sépticos. Todavia, o provavel aumento da atividade da GPx no
cérebro de ratos sépticos pré-tratados com extrato de murici parece ter sido crucial
para reducao do estresse oxidativo cerebral.

Em nossos achados hipotetizamos que o mecanismo mais provavel esta
baseado nas propriedades bioativas dos componentes do extrato de murici,
marcadamente a quercetina e a luteina, que sdo moléculas antioxidantes e
antiinflamatérias (LIAO; LIN, 2015, CHENG et al.,, 2015). No6s sugerimos que a

neutralizacdo de radicais livres pela luteina e quercetina seria um possivel
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mecanismo pelo qual o extrato de murici poderia antagonizar os efeitos da sepse
sobre a DAC.

O efeito neuroprotetor da quercetina contra o estresse oxidativo provocado
pela sepse tem sido reportado em ratos, em que o tratamento prévio com quercetina
reduziu os niveis de MDA e de oxido nitrico (EL-GAWADA; KHALIFA, 2001) e
preservou a fungdo vascular (GERIN et al., 2015). Ainda ha evidéncias de que a
quercetina reduz a liberagdo da proteina HMGB1 (High Mobility Group Box 1) e a
funcao inflamatdéria em animais endotoxémicos, via inibicdo do fator de transcrigcao
NF-kappa B (TANG et al., 2009). Outro possivel mecanismo envolve a participagao
da luteina na supressao da resposta inflamatéria da microglia, via ativagao do fator
transcricional Nrf2 (“Nuclear factor-E2-related factor”), resultando em niveis mais
baixos de TNF-a, IL-1 e oxido nitrico e expressao reduzida da ciclooxigenase-2 (WU
et al., 2015).

Em conclusao, a sepse reduziu significativamente a excitabilidade cortical de
ratos, aumentando a resisténcia para a DAC. Nossos resultados fornecem
evidéncias claras do efeito neuroprotetor do extrato de murici contra o dano oxidativo
e a alteragao eletrofisioldgica provocada pela sepse. Acrescentamos que os efeitos
do murici merecem ser explorados mais amplamente. Por exemplo, através de
estudos comportamentais que possam avaliar seu impacto sobre o dano cognitivo

imposto pela encefalopatia séptica.



63

8 CONSIDERAGOES FINAIS

O extrato do murici modulou a excitabilidade cortical, avaliada pela DAC, e o
estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos jovens, de maneira dependente da
dose. A menor dose (150 mg/kg/dia) reduziu a velocidade da DAC; enquanto que a
maior dose (300 mg/kg/dia) acelerou a DAC e aumentou o estresse oxidativo.

O envelhecimento e a sepse aumentaram o estresse oxidativo e reduziram a
neuroexcitabilidade cortical em ratos, observada através das menores velocidades
de propagacdo da DAC. Por outro lado, o extrato de murici exerceu efeito
antagonico, reduzindo o dano oxidativo e melhorando as alteragdes eletrofisiologicas
provocadas por estas condigdes.

Considerando-se a importancia da manuteng¢ao do estado redox das células
do sistema nervoso para a redugao do risco de doengas neurodegenerativas e de
complicagdes neurologicas associadas ao estresse oxidativo, o consumo moderado
de frutos de murici pode contribuir positivamente para a saude da populacao.
Contudo, mais estudos sao necessarios para esclarecer a extensao da atividade
neuroprotetora deste fruto.

Os resultados obtidos sugerem perspectivas que poderiam ampliar o
conhecimento sobre os temas relevantes que foram abordados neste estudo:

= Determinacédo dos efeitos do extrato de murici sobre a atividade da enzima
glutationa peroxidade (GPx);
» |Investigagcdo dos efeitos do extrato de murici sobre biomarcadores

inflamatadrios (TNF-aq, IL-1) e dano neuronal (Fluoro-Jade C);

» Avaliagdo dos efeitos do extrato de murici sobre o metabolismo de
neurotransmissores, tais como GABA e serotonina;

= Estudo comportamental dos possiveis efeitos do extrato de murici sobre o
dano cognitivo imposto pela sepse;

= Analise das ag¢des antioxidantes da quercetina e luteina sobre o fenbmeno da
depressao alastrante cortical em ratos adultos, idosos e sépticos;

= Avaliagéo dos efeitos do extrato de murici sobre a DAC em diferentes estados

nutricionais.
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The antidepressant fluoxetine and physical exercise exert similar effects on the serotoninergic system by
increasing brain serotonin availability, and both show antagonistic action on cortical excitability. Here we
provide the first assessment of the interaction of the two together on cortical spreading depression (C5D)
in young adult rats. Wistar rats (40-60 days of life) recetved fluoxetine {10 mgfkg/d, orogastrically) or an
equivalent volume of water. Half of the animals from each condition were assigned to perform physical
exercise in a treadmill, and the other half formed the sedentary { non-treadmill) control groups, Body
parameters (Lee index and thoracic and abdominal circumferences) and the velocity of CSD propagation
were investigated. Fluoxetine +exercise animals had less weight gain (78.68 + 3.19g) than either the
flucxetine-only (9334 +4.77 g) or exercse-only group (97.04 + 3.48 g), but body parameters did not
differ among them, The velocity of CSD propagation was reduced in the fluoxetine-only and exercise-only
groups compared to sedentary water controls (3.24 4+ 0.39 mm/min ). For the fluoxetine -+ exercise group,
CSD velocity values were significantly lower (292 +022mmfmin) than for fuoxetine only
(3.03+0.35 mmfmin); however, they were similar to values for the exercise-only group
[2.96 + 0.23 mm/min). These findings confirm the similar effects of fluoxetine and exercise and suggest a

greater effect of physical exercise in reducing brain excitability.

@ 2015 Elsevier B.V. All nghts reserved.

1. Introduction

Serotonin, or 5-hydroxytryptamine (5-HT), & a neuro-
ransmitter that is widely distributed in the central nervous sys-
tem. This monoamine is important in many behaviors, including
sleep, appetite, memory, sexual behavior, neuroendocrine func-
tion, and mood {Sghendo and Mifsud, 2012), It also interferes in
food behavior, promoting satiety and reducing body weight
([Guimaraes et al, 2006,Voigt and Fink, 2015]) and seems to de-
crease brain excitability ([Pardo-Pefia et al, 2014, Tarlaci, 2009]).

The selective serotonin reuptake inhibitor {55R1) fluoxetine is
an antidepressant that increases brain serotonin availability (Qu
et al., 2009). Because of some reports that physical exerdse also
increases brain serotonin (Lan et al, 2014; Meeusen et al., 1996),
physical exercise could be suggested as a less expensive strategy
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for the same result.

A relationship between serotonin and brain excitability has
been reported with other SSRE (Amancio-dos-Santos et al., 2006;
Guedes et al., 2002). Citalopram can reduce the occurrence of
spontaneous high-frequency osdllations that occur in epileptic
seizures (Pardo-Pefia et al, 2014). Escitalopram promotes a de-
creased frequency, duration, and intensity of episodes of migraine
(Tarlaci, 2009). Additionally, serotonin exerts an antagonistic effect
on cortical spreading depression ((SD) ([Amancio-dos-Santos
et al, 2006 Amindo-dos-5antos et al., 2013,Guedes et al, 2002,
Read and Parsons, 2000]). CSD has been described as a slowly
propagating wave of depression of spontaneous cortical electrical
activity that occurs with chemical, electrical, or mechanical sti-
mizlation of one point of cortical tissue (Ledo, 1944). The CSD wave
consists of reducing (“depression”™) of the electrical activity of
brain tissue that spreads (“spreading”) concentrically and re-
versibly (Ledo, 1944). Simultaneous with the depression of spon-
taneous electrical activity, a slow direct-current (DC) potential
change (SPC) appears in the cortical region where the CSD is ob-
served, and this “all or none” signal clearly marks the beginning
and the end of the phenomenon (Ledo, 1947). Thus, the SPC is
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Fome: {0113 30736300 - FAX ; {0115 40733678
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ANEXO C - Fluxograma do numero de animais usados neste

estudo
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ANEXO D - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de Pernamboen
Centro de Ciéncins Bioldgicas

Aw. Frol, Helson Chawven, a/fp
SHETO-420 f Recifa PE — Brasil
fomes: (55 B1) 2126 3340 | 2126 B351

u fax: [55 B1) 2126 83540
wwH . Colr.ufpe.br

Recife, 0T de agosto de 2014.

Oficio n® 37/2014

Da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.® Angela Amancio dos Santos

Departamento de Fisiclogia e Farmacologia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076 .020868/2014-51

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeitos do murici (Byrsonima crassifélia (1.) Kunth)
sobre o sistema nervoso de ratos jovens e idosos submetidos ao exercicio
fisico: andlise da depressdo alastraste cortical e sua relagio com o status
Oxidativo cerebral.”

Concluimes que os procedimentos descritos para a utilizag8o experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagio Animal e com as mormas internacionais estabelecidas pelo
Mational Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3g
adotadas comao critérios de avaliagio e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da guestio do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados,

Origem dos animais: Biotério de Criagio do Deparamento de
MNutrigio: Animais: ratos heterogénico; Linhagem: Wistar, Sexo: Atenciosamente

| mancho; N° tatal de animais: 120
Mg e e bo
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