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RESUMO 

 

A depressão alastrante cortical (DAC) se caracteriza por uma diminuição propagável 
da atividade elétrica do córtex cerebral e está associada ao estresse oxidativo. 
Várias condições podem levar ao aumento da produção 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 propagação da DAC e o estresse oxidativo no córtex 
cerebral de ratos adultos, idosos e sépticos. O extrato do murici foi obtido por 
trituração dos frutos liofilizados em acetona, seguida de agitação magnética, 
eliminação do solvente em rotaevaporador e reconstituição em solução de 
carboximetilcelulose 0,5% e óleo 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 orogástrica. Após o período 
de suplementação, os animais foram submetidos ao registro eletrofisiológico da DAC 
e à avaliação do estresse oxidativo cerebral. No experimento 2, animais adultos (90-
120 dias; n = 40) foram suplementados previamente com extrato de murici ou 
solução veículo de forma semelhante ao experimento anterior.  Porém, após o 
período de suplementação, os animais foram, primeiramente, submetidos à sepse 
experimental por ligadura e perfuração cecal (CLP) e, em seguida, ao registro 
eletrofisiológico da DAC e à avaliação do estresse oxidativo cerebral. Os dados 
foram avaliados estatisticamente por meio da análise de variância (ANOVA), seguida 
do teste Holm Sidak, com nível de significância de 5%. Todos os procedimentos 
experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética 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 propagação da DAC, tanto nos animais adultos, 
quanto nos idosos. Na condição adulto, as concentrações de malondialdeído (MDA) 
foram maiores no grupo suplementado com 300 mg/kg/dia. O envelhecimento 
aumentou as concentrações de MDA e reduziu a atividade da catalase no córtex 
cerebral dos ratos. Por outro lado, os animais idosos suplementados com extrato de 
murici, em ambas as doses, apresentaram níveis mais baixos de MDA quando 
comparados ao seu controle. No segundo experimento, a sepse reduziu a 
velocidade da DAC e aumentou os níveis de MDA no córtex cerebral dos animais. 
Contudo, os ratos sépticos previamente suplementados com extrato de murici 
apresentaram velocidades de propagação da DAC mais altas e menor estresse 
oxidativo, independentemente da dose testada. Esses resultados reforçam os 
achados de que o envelhecimento e a sepse levam ao estresse oxidativo, 
retardando a propagação 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.  
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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 INTRODUÇÃO 

 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) é um processo fisiológico 

e contínuo, que ocorre principalmente nas mitocôndrias. ERO, em concentrações 

fisiológicas, são essenciais para a homeostase e sinalização celular (LIOCHEV, 

2013). Entretanto, em determinadas situações, como o envelhecimento e a sepse, 

os níveis de ERO excedem a capacidade de defesa antioxidante do organismo. 

Neste caso, os mesmos podem se acumular e desencadear o estresse oxidativo, o 

qual está implicado em danos a proteínas, lipídios e DNA, prejudicando, assim, a 

função celular (JIA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). 

Todos os tecidos dos mamíferos estão susceptíveis ao ataque de radicais 

livres, incluindo o cérebro. Esses radicais podem alterar a eletrofisiologia do sistema 

nervoso central. Por exemplo, há relatos de que a propagação da depressão 

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 fenômeno eletrofisiológico caracterizado por 

redução propagável da atividade elétrica do cérebro. Ela tem sido associada a 

patologias de interesse clínico, como a epilepsia e a enxaqueca com aura 

(SÁNCHEZ-PORRAS et al., 2014). 

Por outro lado, dentre as estratégias para incrementar o potencial antioxidante 

do corpo e reduzir o dano oxidativo estão o aumento da ingestão de antioxidantes 

dietéticos. Estes complementam as ações dos antioxidantes endógenos 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 é um fruto típico das regiões Norte e Nordeste do Brasil, sendo rico 

em fibras alimentares (SILVA et al., 2008), vitamina C (84 mg.100g-1) (VIEIRA et al., 

2010), compostos fenólicos e carotenoides (BARRETO et al., 2009). Dentre as suas 

propriedades, sugerem-se como alternativa para modulação do dano oxidativo e, 

consequentemente, para promoção da saúde da população. Vários estudos têm 

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, não há 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 

suplementação 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 investigação estão contidos em dois artigos 

originais. O primeiro foi submetido no periódico “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 à revista “International Journal od Food Sciences and Nutrition” com o 

título 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 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) 

 

Radicais livres podem ser definidos como moléculas que possuem elétrons 

desemparelhados no orbital atômico, constituindo espécies altamente reativas, como 

o hidroxil (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). Existem ainda espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que não são radicalares, como o peróxido de hidrogênio. O 

nitrogênio também pode gerar espécies reativas, como o peroxinitrito e o óxido 

nítrico. O óxido nítrico (ON) é uma espéie reativa de nitrogênio (ERN) sintetizada nos 

organismos vivos a partir da ação da enzima óxido nítrico sintase sobre o 

aminoácido L-arginina e que apresenta potente efeito vasodilatador, atuando na 

regulação da pressão arterial. (VASCONCELLOS et al., 2007).  

A formação de ERO e ERN ocorre no citoplasma, nas membranas celulares e 

nas mitocôndrias (BARBOSA et al., 2010). As mitocôndrias produzem a maior parte 

das ERO, pois consomem mais de 95% de todo o oxigênio usado durante o 

processo de obtenção de energia. Na mitocôndria, o oxigênio é reduzido à água por 

meio da adição de 4 elétrons. Neste processo, parte do oxigênio escapa e resulta na 

produção de espécies reativas, como o ânion superóxido (O2•-), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (OH•). Por sua vez, o radical superóxido pode 

reagir diretamente com o óxido nítrico (NO), gerando peroxinitrito (ERN) (CADENAS; 

DAVIES, 2000) (FIGURA 1).  

Endogenamente, espécies reativas também podem ser formadas por meio da 

ação de NAD(P)H oxidases (geram superóxido ao transferirem elétrons do NADPH 

ao oxigênio), xantina oxidase (catalisa a conversão da hipoxantina em xantina, 

gerando superóxido), mieloperoxidases (responsável pela geração de ácido 

hipocloroso) e lipoxigenases (catalisam a quebra do ácido araquidônico, gerando 

radicais livres como o superóxido) (LEOPOLD; LOSCALZO, 2009). 

A produção de ERO e ERN é inevitável nos organismos aeróbios. Tais 

espécies reativas são extremamente importantes na sinalização celular, regulando, 

por exemplo, os processos imunológicos e a proliferação celular, por meio do 

controle da expressão gênica (LIOCHEV, 2013). Porém, durante períodos de 
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estresse ambiental, os seus níveis podem aumentar dramaticamente e danificar 

macromoléculas, como proteínas, lipídios e o DNA (OZCAN; OGUN, 2015). 

A resposta transcricional celular às ERO é mediada principalmente pela 

ativação de proteínas quinases e dos fatores de transcrição AP-1 (proteína ativadora 

- 1) e NF-kappaB, os quais aumentam a expressão de genes envolvidos na síntese 

de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1) e de moléculas de adesão celular (HIGDON; 

FREI, 2003). Ainda, ERO podem participar de diversos aspectos da progressão 

tumoral, por exemplo: proliferação celular (por meio da ativação da proteína kinase 

regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) e evasão de apoptose (envolvendo 

ativação do  NF-kB e do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)) (SOSA et al., 2013). 

 

 

Figura 1 - Principais fontes de geração de radicais livres. 

 

O ânion superóxido é produzido principalmente nas mitocôndrias e pode reagir com o óxido nítrico 
para gerar peroxinitrito ou ser degradado pela superóxido dismutase (SOD), gerando peróxido de 
hidrogênio. Esse pode então reagir com o Fe2+ para formar radicais hidroxil através da reação de 
Fenton, ou ser degradado pela mieloperoxidase, formando ácido hipocloroso. 
Fonte: SHAH et al., 2014. 
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2.2 Sistemas de defesa antioxidante 

 

Os efeitos oxidativos biológicos das ERO são controlados por um amplo 

espectro de mecanismos antioxidantes endógenos e exógenos (FLORES-MATEO et 

al., 2014). Antioxidantes podem ser definidos como qualquer substância que em 

pequenas concentrações são capazes de retardar ou inibir a oxidação do substrato 

(HALLIWEL, 1995). Eles podem ser classificados como antioxidantes enzimáticos e 

não enzimáticos (RATNAM et al., 2006). 

Dentre a classe dos antioxidantes não enzimáticos, destacam-se os 

antioxidantes dietéticos, como a vitamina C, carotenóides (luteína, zeaxantina), 

polifenóis (ácido gálico, quercetina), vitamina E e alguns minerais como zinco e 

selênio. Polifenóis são um grupo importante de fitoquímicos originados naturalmente 

do metabolismo secundário de plantas. Estão envolvidos no crescimento e 

reprodução dos vegetais, na pigmentação e como agentes que oferecem resistência 

a patógenos e a condições 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 enzimáticos incluem as enzimas superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa a 

dismutação do ânion superóxido a peróxido de hidrogênio (VALKO et al., 2006); 

enquanto que a catalase (CAT) protege as células por meio da catálise da 

decomposição do H2O2 a oxigênio molecular e água (por meio da eliminação do 

H2O2, previne a formação do radical hidroxil, contra o qual não há sistema 

enzimático de defesa). A GPx é uma seleno proteína que catalisa a decomposição 

de H2O2 ou um hidroperóxido (ROOH) à água, em um processo dependente da 

oxidação da glutationa (GSH) (MONROY; FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013) (FIGURA 2). 

Ressalta-se, no entanto, que a ação destes antioxidantes pode ser bifásica, 

uma vez que em doses elevadas podem ser observados efeitos pró-oxidantes 

(POLYAKOV et al., 2001; RIETJENS et al., 2002;  VASCONCELOS et al., 2006). 
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Figura 2 - Integração da rede de defesas antioxidantes no organismo. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
GSH, Glutationa; GSH-Px, glutationa peroxidase; GSSG, glutationa oxidada; GSH, glutationa 
reduzida; NADPH, nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; ROS, espécies reativas de oxigênio. 
Fonte: MONROY; FERNÁNDEZ-MEJÍA, 2013. 
 
 
 
2.3 Estresse oxidativo 

 

Quando a produção das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio excede os 

mecanismos de defesa antioxidante, tem-se o estresse oxidativo (SIES, 1985). A 

fisiopatologia do envelhecimento, de doenças inflamatórias, doenças 

neurodegenerativas, diabetes e câncer estão associadas ao estresse oxidativo 

(OZCAN; OGUN, 2015). 

Um dos principais eventos decorrentes do estresse oxidativo é a peroxidação 

lipídica, caracterizada pelo ataque das ERO aos ácidos graxos poli-insaturados, 

gerando aldeídos reativos, como o malondialdeído (MDA).  Os peróxidos lipídicos 

gerados nesse processo são citotóxicos e genotóxicos, podendo, inclusive, levar à 

perda da funcionalidade da membrana (NIKI et al., 2005). ERO também produzem 

derivados carbonilados ao oxidarem os resíduos de aminoácidos de proteínas. A 

carbonilação leva a disfunções em enzimas, reduzindo-lhes a atividade catalítica e 
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prejudicando, por exemplo, a contração muscular e a função cerebral (MAROSI et 

al., 2012). 

Dentre os vários sistemas do organismo humano, o sistema nervoso é um dos 

mais vulneráveis ao estresse oxidativo. Nesse sentido, têm sido descritos alguns 

fatores que poderiam explicar a susceptibilidade cerebral às ERO, por exemplo, as 

concentrações elevadas de ácidos graxos poli-insaturados presentes nesse órgão; o 

alto consumo de oxigênio para produção de energia e a deficiência relativa em 

antioxidantes. Todos parecem tornar o cérebro alvo importante de ERO, as quais 

têm sido relacionadas com doenças neurodegenerativas (BRADBURY, 2011; 

CENCIONI et al., 2013). Neste contexto, Pamplona et al. (2005) detectaram 

concentrações elevadas de marcadores do dano oxidativo (MDA, proteínas 

carboniladas, 8-hidroxiguanosina) no cérebro de pacientes com doenças de 

Alzheimer. Outros estudos experimentais sugerem que os radicais livres exercem 

papel importante na propagação da depressão alastrante cortical (DAC) (GUEDES 

et al., 2012; READ; PARSONS, 2000). 

 

Estresse oxidativo e envelhecimento 

 

O envelhecimento é um processo natural e fisiológico. Com a melhoria das 

condições de vida, observa-se um aumento na expectativa de vida das pessoas. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), atualmente, cerca de 810 

milhões de pessoas são idosas, constituindo 12% da população mundial. A projeção 

da OMS é que esse número alcance 2 bilhões de pessoas em 2050 ou 22% da 

população global. Contudo, o envelhecimento está associado com maior incidência 

de várias doenças crônicas não transmissíveis (DCNT), como hipertensão, diabetes 

e Alzheimer (OMS, 2015). Portanto, investigar medidas que possam melhorar a 

qualidade de vida dos idosos é 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 responsáveis pelo dano ao DNA, lipídios e proteínas, o que, cumulativamente, 

levaria a mutações e morte celular (HARMAN, 1956). Não obstante, há evidências 

de que as mitocôndrias desempenham um papel crucial na mediação e ampliação 

do estresse oxidativo que impulsiona o processo de envelhecimento (PAYNE; 

CHINNERY, 2015). Isto porque é observado no envelhecimento um declínio da 
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função mitocondrial, o que associado ao acúmulo de mutações do DNA mitocondrial, 

prejudicam o funcionamento da cadeia respiratória, resultando em um aumento 

adicional da produção de ERO e danos oxidativos (BRATIC; LARSSON, 2013). 

Entretanto, a relação precisa entre disfunção mitocondrial e envelhecimento ainda 

precisa ser melhor elucidada (CUI et al., 2011). 

A oxidação do DNA por ERO gera 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, um produto 

capaz de mutar o DNA e, assim, acelerar o envelhecimento e a carcinogênese 

(SOSA et al., 2013). Adicionalmente, o envelhecimento está associado com redução 

das defesas antioxidantes (VUCEVIĆ et al., 2013; JIA et al., 2015), gerando, assim, 

um ciclo-vicioso. Mutlu-Türkoğlu et al. (2003) verificaram, por exemplo, 

concentrações séricas elevadas de malondialdeído (MDA) e proteínas carboniladas 

em indivíduos idosos. Foram também observados aumentos na lesão do DNA e 

redução no potencial antioxidante. 

Por outro lado, em uma população idosa com alto risco cardiovascular, 

observou-se aumento da atividade plasmática de glutationa peroxidase (GPx) e LDL-

oxidada. Nesse trabalho, a maior atividade da GPx foi interpretada como uma 

resposta defensiva saudável contra a lesão oxidativa (FLORES-MATEO et al., 

2014).  

Tem sido mostrado ainda que o aumento de radicais livres e a redução das 

defesas antioxidantes parecem ser um dos fatores que contribuem para o início e/ou 

progressão de problemas neurológicos, incluindo Alzheimer (ZHAO; ZHAO, 2013). 

Experimentalmente, Tatarkova et al. (2016) verificaram oxidação aumentada de 

lipídios e proteínas no córtex cerebral de ratos idosos. Enquanto Jia et al. (2015) 

detectaram redução de GSH, SOD e aumento de ERO. O estresse oxidativo, por 

sua vez, parece ser o principal fator responsável pelo declínio cognitivo em idosos, 

levando à redução da qualidade de vida (BAIERLE et al., 2015).  

Por outro lado, estudos recentes têm mostrado que a suplementação com 

antioxidantes pode melhorar anormalidades neurológicas relacionadas ao 

envelhecimento, via modulação 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 síndrome de resposta inflamatória 

sistêmica (SIRS, do inglês Systemic Inflammatory Response Syndrome) associada à 

infecção (BENNETT, 2012). Infelizmente, é uma das principais causas de morte nos 

hospitais e está potencialmente associada com disfunção cerebral (ANNANE; 

SHARSHAR, 2015). Estima-se que 25% dos pacientes com sepse severa morrerão 

durante a hospitalização (MAYR; YENDE; ANGUS, 2014). 

A fisiopatologia da sepse é complexa e entre os mecanismos envolvidos, 

destaca-se a participação dos radicais livres. Em ratos (CATALÃO et al., 2016; NING 

et al., 2017) e em humanos (BAVUNOGLU  et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017) 

sépticos o estresse oxidativo é bem documentado. Em animais submetidos à sepse 

por ligação e perfuração cecal, o estresse oxidativo e as alterações mitocondriais 

persistem até 10 dias após a cirurgia (COMIN et al., 2011).  

A resposta inflamatória e a produção de ERO têm início, quando 

microrganismos patogênicos, ao invadirem a circulação sanguínea, ativam a 

imunidade inata. As células de defesa (monócitos, macrófagos, neutrófilos) 

reconhecem os componentes bacterianos (lipopolissacarídeo - LPS e 

proteoglicanos) e desencadeiam a transcrição de mediadores imunomodulatórios, 

como o fator de necrose tumoral-α (TNF –α), interleucina-1 (IL-1) e ERO  (HELAL et 

al., 2015) (FIGURA 3). 

Os mecanismos subjacentes ao estresse oxidativo na sepse são complexos e 

incluem disfunção mitocondrial (BOZZA et al., 2013) e desequilíbrio redox (DAGA et 

al., 2016), os quais podem atingir o cérebro. A respiração mitocondrial prejudicada 

altera a produção 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 córtex cerebral de ratos, aparentemente, 

via estresse oxidativo, uma vez que o tratamento com o antioxidante n-acetilcisteína 

preveniu este efeito (JEREMIAS et al., 2012).  

Um importante mecanismo de proteção contra os radicais livres gerados na 

sepse são as enzimas superóxido dismutase e catalase. Neste contexto, o 

desequilíbrio 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 plasmáticas em pacientes sépticos, especialmente nos não 

sobreviventes. Semelhantemente, Ayar et al. (2017) observaram aumento da 

atividade da catalase em crianças com sepse. Já Guerreiro et al (2010) detectaram 

aumento da atividade da SOD, mas não da catalase, em pacientes não 

sobreviventes à sepse (GUERREIRO et al., 2010). Contrariamente, Costa et al 

(2016) observaram que os pacientes com choque séptico apresentaram menor 

atividade de SOD1 nos eritrócitos, o que foi associado ao risco aumentado para 

injúria renal.  

 

 
Figura 3:  Resposta inflamatória à sepse.  

NO, óxido nítrico; NOS, óxido nítrico sintase; TNF- a, fator de necrose tumoral-α; TLR-2 e 4, Toll Like 
receptor-2 e 4; NF-kB, fator de transcrição NF-Kb; CD14, principal receptor do lipopolissacarídeo;    
iNOS, enzima óxido nítrico sintase induzível. 
Fonte: HELAL et al., 2015. 
 
 
 

A sepse também aumenta a atividade da sintase do óxido nítrico, levando à 

maior síntese deste composto, uma espécie reativa de nitrogênio que promove 

vasodilatação e consequente hipotensão arterial  (HELAL et al., 2015). O óxido 

nítrico e demais citocinas ativam as células endoteliais cerebrais, aumentando a 
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permeabilidade da barreira hematoencefália. Essa alteração permite que as 

citocinas distribuídas pela circulação periférica alcancem o sistema nervoso central. 

No cérebro, os mediadores pró-infamatórios induzem a ativação da microglia, a qual 

produz mais ERO e citocinas, gerando um ciclo vicioso que leva à morte neuronal. 

Estes fatores estão associado a sequelas neurológicas tardias em sobreviventes da 

sepse, como o declínio cognitivo (SONNEVILLE et al., 2013) (FIGURA 4). 

 

Figura 4: Resposta do cérebro à infecção sistêmica 

  

 

 
 
ERO, espécies reativas de oxigênio; NO, óxido nítrico. 
Fonte: SONNEVILLE et al., 2013. 
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2.4 Depressão alastrante cortical (DAC) 

 

A depressão alastrante cortical (DAC) é um fenômeno eletrofisiológico que foi 

descrito pela primeira vez por Aristides Leão, em 1944. O fenômeno se caracteriza 

por redução marcante da atividade elétrica do córtex cerebral após um período de 

hiperexcitabilidade neuronal. Essa diminuição da atividade elétrica pode ser 

deflagrada por estímulos elétricos, mecânicos ou químicos e se propaga de forma 

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

 

Figura 5: Representação esquemática da depressão alastrante cortical (DAC). 

 

 

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

Graficamente, a DAC pode ser visualizada no eletroencefalograma, pois 

durante este fenômeno ocorre uma depressão na amplitude deste, de modo que o 

registro gráfico da atividade neuronal se torna praticamente isoelétrico (LEÃO, 1944; 

1947). A DAC é acompanhada pelo aparecimento de uma variação lenta de 

voltagem (VLV), a qual também se propaga de forma concêntrica e é igualmente 

reversível. A VLV se apresenta como uma forma de onda bem definida, expressando 

com clareza o início e o final do fenômeno (FIGURA 6). Por essa razão, é 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 Variação Lenta de Voltagem (VLV) 

registradas, simultaneamente, em um ponto cortical durante a DAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota-se, no ECoG, a redução da amplitude das ondas eletrográficas, no momento em que ocorre a 
VLV, característica da DAC. 
Fonte: GUEDES et al., 2004. 
 

 

A DAC tem sido demonstrada em várias espécies de vertebrados, incluindo o 

homem, e pode ser iniciada por uma variedade de estímulos. Ela tem sido estudada 

em diferentes sistemas experimentais in vivo e in vitro, usando, principalmente, 

cloreto de potássio (KCl) como agente estimulatório (SMITH et al., 2006). Em nosso 

laboratório, usamos a DAC como ferramenta de estudo da neuroexcitabilidade e, 

portanto, da função cerebral. Os resultados demonstram que a velocidade com que 

DAC se propaga pelo tecido cortical é associada com a susceptibilidade do cérebro 

ao fenômeno e, por conseguinte, com a excitabilidade cerebral. 

Este fenômeno é exclusivo para o sistema nervoso central (SNC) e parece 

envolver tanto neurônios, como as células gliais, especialmente astrócitos. Estes 

últimos contribuem para o balanço iônico, regulam as concentrações de 

neurotransmissores e fornecem energia (lactato, alanina e glutamina) para os 

neurônios. Os astrócitos são capazes de remover os íons potássio e o glutamato e, 

assim, limitar a DAC. Dessa forma, parece ser mais difícil evocar a DAC em 

cérebros de animais com número elevado de astrócitos (SMITH et al., 2006). 

Interessantemente, Peinado et al. (1998) relataram que no córtice parietal do rato 

envelhecido há um aumento de 20% no número de astrócitos. Provavelmente, este 

aumento decorre da resposta à necessidade de corrigir possíveis desequilíbrios 

homeostáticos durante o envelhecimento, como fagocitar mileina degenerada, e 
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para preencher os espaços desocupados pela perda de ramos dendríticos de 

neurônios (PETERS, 2007). 

Clinicamente, a DAC tem sido relacionada a processos patológicos, tais como 

a enxaqueca com aura, a hemorragia intracerebral, o traumatismo craniano, o 

acidente vascular cerebral isquêmico e a epilepsia (SÁNCHEZ-PORRAS et al., 2013; 

SHIBATA; SUZUKI, 2017). Dessa forma, estratégias terapêuticas que visem modular 

a neuroexcitabilidade podem ser importantes para a prevenção e tratamento dessas 

patologias. 

Durante a DAC o cérebro sofre inúmeras alterações, como falha na 

homeostase de íons (aumento de potássio e redução de cálcio, cloreto e sódio 

extracelulares), efluxo de aminoácidos excitatórios (glutamato e aspartato), aumento 

do consumo de oxigênio e glicose, e aumento do fluxo sanguíneo cerebral 

(LAURITZEN et al., 2011). Além disso, estudos experimentais mostram que a DAC 

altera a produção de ERO (VIGGIANO et al., 2011; GRINBERG et al., 2013). Neste 

contexto, Viggiano et al. (2011) detectaram aumento nas concentrações de peróxido 

de hidrogênio e na atividade da enzima SOD e redução de superóxido no córtex 

cerebral de ratos após uma hora da DAC. Interessantemente, ERO produzidas 

durante a DAC podem se difundir para outras áreas cerebrais, como o sistema 

trigeminal nociceptivo e, assim, contribuir para o desenvolvimento da dor durante a 

enxaqueca (SHATILLO et al., 2013). Essa ativação trigeminal parece decorrer ainda 

da ação de vias inflamatórias ativadas durante a DAC (WANG, 2013). É importante 

ressaltar que a síntese de mediadores pró-inflamatórios durante a DAC estimula a 

produção de mais ERO (GRINBERG et al., 2013). 

No trabalho de Grinberget al. (2013), a depressão alastrante (DA) induziu 

estresse oxidativo na microglia e em astrócitos e produção aumentada de 

mediadores inflamatórios (TNF-α) em cultura de fatias de hipocampo. Além disso, 

diminuiu o limiar elétrico para evento subsequente de DA, via sinalização do TNF-α. 

Esses dados são reforçados pelos achados de Pusic et al. (2014) em que a 

potenciação 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-α e interferon-γ. Este, por 

sua vez, aumentou o estresse oxidativo, reduziu os níveis 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). Redução no teor de mielina cerebral tem sido associada a 

aumento da excitabilidade neuronal e, por conseguinte, a maior susceptibilidade à 

DAC em ratos (MERKLER et al., 2009). 

Por outro lado, ERO e citocinas pró-inflamatórias 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 é uma condição patológica relacionada com estresse oxidativo e inflamação. 

No entanto, não há estudos na literatura que mostrem os efeitos da septicemia sobre 

a DAC.  

Sabe-se que uma rede adequada de antioxidantes endógenos e exógenos é 

essencial para manutenção da homeostase redox. Neste contexto, serão 

apresentados abaixo trabalhos demonstrando que antioxidantes dietéticos reduzem 

a neuroexcitabilidade e sugerindo que ERO são elementos-chave na iniciação da 

DAC. 

El-Bachá et al. (1998), por exemplo, observaram que animais tratados com 

dieta deficiente nas vitaminas C e E apresentam maior susceptibilidade à DAC, 

provavelmente, devido ao aumento nas concentrações de radicais livres no cérebro. 

Bezerra et al. (2005) observaram redução da velocidade da DAC em ratos 

suplementados com carotenóides provenientes de resíduo de camarão (30 

µg/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 suplementação aguda com α-tocoferol (300 mg/kg)  neutralizou os 

efeitos do etanol sobre a DAC, retornando as velocidades de propagação da DAC 

para níveis semelhantes ao do grupo controle. 

Em ratos neonatos, a dexametasona, a qual induz estresse oxidativo cerebral, 

aumentou a velocidade de propagação da DAC.  Este efeito, todavia, foi abolido pela 

suplementação das vitaminas C (200 mg/kg) e E (100 mg/g). Contrariamente, a 

suplementação única destas vitaminas, na ausência de dexametasona, não modulou 

a neuroexcitabilidade (LOPES-DE-MORAIS et al., 2014). Em contraste, o tratamento 

crônico com ácido ascórbico (60 mg/kg/dia) aumentou a velocidade de propagação 

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 à DAC e menor peroxidação lipídica no córtex cerebral de ratos 

suplementados com 30 mg/kg/dia desta vitamina. 

Em testes in vitro, o fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) 

reduziu, a excitabilidade neuronal e, consequentemente, a susceptibilidade à DAC, 

via ação antioxidante (GRINBERG et al., 2012). 

 

2.5 Murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) 

 

Byrsonima crassifolia (L.) Kunth é uma espécie de fruteira pertencente à 

família Malpighiaceae, gênero Byrsonima, o qual possui mais de 150 espécies 

(VIEIRA et al., 2010). Geralmente, ocorre na região Amazônia e no Nordeste 

brasileiro (LORENZI, 2009). 

Popularmente, folhas e caule do muricizeiro têm sido utilizados como agente 

terapêutico, por sua ação cicatrizante e anti-inflamatória (GUSMÃO et al., 2006). Já 

os frutos, quando maduros, apresentam polpa suculenta, com coloração amarela, 

sabor adocicado e cheiro característico, podendo ser consumida in natura ou sob a 

forma de sucos, geleias, sorvetes e licores (ALVES; FRANCO, 2003) (FIGURA 7). 

 

Figura 7: Representação fotográfica dos frutos do Murici (Byrsonima crassifolia (L.) 

Kunth) 

 

 

 

 

  

  

 

 

 
 
Fonte: SOUSA, 2013.  
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Estudos têm investigado as possíveis propriedades terapêuticas desta planta. 

Extratos de folha de Byrsonima crassifolia, por exemplo, apresentam efeito 

antidepressivo in vivo, o que foi associado à presença 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 formação de ERO em fibroblastos 

expostos à irradiação ultravioleta (SOUZA et al., 2012).  

O extrato de folhas de muricizeiro apresenta ainda propriedade 

antimutagênica, devido, provavelmente, à presença de taninos, flavonoides e 

terpenoides que protegeriam as células contra danos e modificações oxidativas no 

DNA (MENDANHA et al., 2010). Por sua vez, o extrato lipofílico da casca de 

Byrsonima crassifolia atuou como anti-inflamatório em modelo animal de dermatite 

(MALDINI et al., 2009).  Em 2013, Muniz Ramirez et al. observaram que o extrato 

hexânio de sementes de Byrsonima crassifolia  inibiu a inflamação aguda e crônica 

em ratos, em um processo relacionado com a redução na produção de óxido nítrico. 

Esta atividade anti-inflamatória foi comparável aos padrões anti-inflamatórios 

(dexametasona e diclofenaco de sódio). Pérez Gutiérrez e Muñiz-Ramirez (2013) 

mostraram que esse extrato, na forma de pomada, acelerou a cicatrização de feridas 

em ratos diabéticos, promovendo a regeneração dos tecidos e aumentando a 

atividade das enzimas SOD e catalase. No entanto, poucos estudos têm investigado 

in vivo os efeitos benéficos dos frutos de Byrsonima crassofolia sobre a saúde. 

Os frutos de Byrsonima crassofolia são uma boa fonte de fibras alimentares 

(SILVA et al., 2008), vitamina C (84 mg.100g-1) (VIEIRA et al., 2010), compostos 

fenólicos e carotenoides (BARRETO et al., 2009).  Mariutti et al. (2013) identificaram 

a luteína (17,3 µg/g de peso seco) e a zeaxantina (3,5 µg/g de peso seco) como os 

principais carotenóides presentes no murici. Ainda, o extrato destes carotenóides 

mostrou, in vitro, potente atividade scavenger do radical peroxil, sendo quase 13 

vezes mais potente que o α-tocoferol. No estudo de Souza et al. (2008), o extrato 

metanólico de murici, rico em polifenóis (2,9 mg /g de matéria seca) aumentou a 

resistência da LDL (lipoproteína de baixa densidade) à oxidação.  

Em modelo animal de diabetes, o extrato hexânico do murici apresentou efeito 

hipoglicêmico, hipolipidêmico e antioxidante (incrementou a atividade das enzimas 

antioxidantes no fígado - SOD e catalase, restaurou as concentrações de glutationa 

e reduziu as concentrações substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico -TBARS) 

(PEREZ-GUTIERREZ et al., 2010). No estudo de Malta et al. (2012), o extrato 
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etanólico do murici, que continha ácido ferúlico e resveratrol, apresentou atividade 

antimutagêmica in vivo.  

Os principais polifenóis identificados no murici são o ácido gálico e a 

quercetina (GORDON et al., 2011). Recentemente, Mariutti et al. (2014) identificaram 

também catequina, epicatequina, rutina e kampferol em extrato hidrofílico de murici, 

sendo a quercetina o composto majoritário (2,72 µg/mL). Este extrato agiu 

eficazmente contra os radicais peroxil, hipocloroso, hidroxil e ânion superóxido e 

inibiu a oxidação da hemoglobina, a peroxidação lipídica e a depleção de glutationa 

em eritrócitos humanos. Além disso, tem sido relatada a ação do extrato acetônico 

do murici contra o peroxinitrito (GORDON et al., 2011). 

Todavia, não há relatos na literatura quanto aos possíveis efeitos do murici 

sobre o sistema nervoso. Considerando-se que a propagação da DAC está 

envolvida com ERO e que o envelhecimento e a sepse são condições que 

aumentam a sua produção, 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 modulação da DAC, aumentando a resistência do córtex cerebral a 

este fenômeno. 
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3 HIPÓTESES 

 

• O extrato do murici reduzirá a excitabilidade cortical, avaliada pela DAC, e o 

estresse oxidativo no córtex 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, previnirá a alteração 

eletrofisiológica e o estresse oxidativo cerebrais provocados pelo 

envelhecimento, de maneira dose-dependente;  

• A sepse aumentará o dano oxidativo cerebral, aumentando a susceptibilidade 

do cérebro à DAC e o pré-tratamento com extrato de murici, nas doses de 150 

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

 

OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da suplementação do extrato de frutos de murici (Byrsonima 

crassifolia (L.) Kunth), em diferentes dosagens, sobre a depressão alastrante cortical 

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

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar in vitro o extrato dos frutos do murici com relação aos compostos 

antioxidantes; 

• Investigar os efeitos do consumo do extrato murici em ratos adultos, idosos e 

em ratos adultos sépticos quanto aos seguintes parâmetros: 

- susceptibilidade cerebral ao fenômeno eletrofisiológico da DAC; 

- peroxidação lipídica no córtex cerebral; 

- glutationa reduzida e razão glutationa reduzida/ glutationa oxidada no córtex 

cerebral; 

- atividade de enzimas antioxidantes no córtex cerebral (catalase – CAT e 

superóxido dismutase – SOD). 
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5 MÉTODOS 

 

5.1 Protocolo in vitro: obtenção e caracterização do extrato de murici 

 

Obtenção dos frutos do Murici 

 

Os frutos do murici (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth) foram obtidos de 

produtores rurais, em Araiozes, Maranhão, Brasil. Foram coletados 30 kg de frutos 

na safra de 2014. O reconhecimento da espécie foi realizado anteriormente por 

especialista do Instituto de Botânica - USP (ANEXO B). 

Os frutos foram selecionados (descarte dos frutos podres e verdes), lavados 

com água corrente, sanitizados com hipoclorito de sódio 150 ppm por 15 minutos, 

lavados novamente com água potável, congelados e transportados para o 

Laboratório de Neurofisiologia da Universidade Federal de Pernambuco – UFPE. 

Posteriormente, a partir da retirada dos caroços, obteve-se uma mistura de polpa e 

pele dos frutos, a qual foi triturada, liofilizada (liofilizador modelo AISI 304, série 

Enterprise II, Terroni®, Brasil) e acondicionada em sacos de polietileno, ao abrigo da 

luz, a -20 °C, até o momento da obtenção dos extratos. 

 

Obtenção do extrato dos frutos de murici 

 

A obtenção dos extratos dos frutos (polpa e pele) de murici foi realizada 

segundo Broinizi et al. (2008), com modificações. Os frutos (polpa e pele) liofilizados 

foram, inicialmente, submetidos à extração com acetona PA na proporção 1:10 

(m/V), durante 30 minutos, em agitador magnético, à temperatura ambiente, seguida 

de filtração em funil de haste longa. O resíduo resultante foi novamente extraído com 

acetona na mesma proporção anterior, seguindo o mesmo procedimento. O 

sobrenadante foi coletado e o resíduo foi submetido novamente à agitação 

magnética, sempre ao abrigo da luz. O extrato final foi obtido a partir da junção dos 

três sobrenadantes (FIGURA 8).  
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Figura 8: Fluxograma de obtenção dos extratos de murici. 
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Em seguida, o solvente foi eliminado em evaporador rotatório (modelo RV 10 

digital, IKA®, Staufen, Alemanha) com pressão reduzida, à temperatura de 30 ºC, e o 

extrato pesado e reconstituído em solução de carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e 

óleo de soja 10% (FIGURA 8). 

 

Caracterização dos compostos antioxidantes do extrato de murici 

 

Determinação de vitamina C 

 

O ácido ascórbico (Vitamina C) foi analisado pelo método de Tilmans, que se 

baseia na redução do sal sódico 2,6-diclorofenol indofenol (DCFI) pelo ácido 

ascórbico (IAL, 2008). Os resultados foram expressos em mg de ácido ascórbico por 

grama de extrato de murici. 

 

Determinação de carotenóides totais 

 

A análise do teor de carotenoides foi realizada segundo o método descrito por 

Rodriguez-Amaya (2001), com adaptações. Os carotenoides foram transferidos da 

acetona para o éter etílico usando funil de separação. Em seguida, eles foram 

quantificados por espectrofotometria no UV-visível, pela leitura da absorbância do 

extrato no comprimento de onda de 445 nm (λmax de absorção da luteína em éter 

etílico). A concentração de carotenoides totais foi calculada a partir da Lei de 

Lambert-Beer, em que C = (A×V)/E,  onde C é a concentração de carotenoides totais 

(µg), A é a absorbância do extrato a 445 nm,  V é o volume (mL) e E é o coeficiente 

de absortividade da luteína em éter etílico, que corresponde a 2480. O conteúdo foi 

expresso em mg de carotenóides totais por grama de extrato de murici. 

 

Determinação de fenólicos totais  

 

O conteúdo total de polifenois foi medido espectrofotometricamente a 725 nm, 

após diluição dos extratos e reação com reagente de Folin-Ciocalteu, estabilizado 

com solução saturada de carbonato de sódio (MIRA et al., 2008). Os resultados 

foram expressos, com base em curva analítica, em miligramas de equivalentes de 

ácido gálico por grama de extrato. 
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Perfil de compostos fenólicos 

 

A análise do perfil de compostos fenólicos do extrato de murici foi realizada 

em cromatógrafo líquido (Ultimate 3000 Dionex®, com coluna analítica Acclaim®120 

Dionex C-18 - 250 mm x 4,6 mm, 5 µm). A fase móvel foi constituída pela mistura 

gradiente de metanol e solução aquosa de ácido fórmico. O fluxo da fase móvel foi 

mantido em 0,5 mL.min-1, temperatura do forno de 36 ºC, volume de injeção de 20µL 

e comprimentos de onda de 280 a 368 nm. 

Padrões puros de compostos fenólicos foram utilizados para a identificação 

nas amostras, tais como: rutina, miricetina, quercetina, caempferol, ácido gálico, 

ácido vanílico, ácido caféico, ácido ferúlico, ácido siríngico, catequina e 

epicatequina.  

A quantificação dos fenólicos foi realizada por meio de curva analítica em 

metanol, com padronização externa e as amostras diluídas a 10% com metanol e 

filtradas a 0,45 µm (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 Comissão de Ética no Uso de Animais da UFPE (CEUA 

23076.020868/2014-51) (ANEXO D).  

No período experimental, os animais foram mantidos em gaiolas de 

polietileno, à temperatura ambiente de 22 ± 1 ºC, com ciclo claro-escuro de 12 h 

(início da fase clara às 6 h) e acesso livre à ração comercial “Presence” (Evialis®) e 

água. 

    O protocolo experimental in vivo foi dividido em dois experimentos: 
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- Experimento 1: Efeitos do extrato de murici sobre a depressão 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 orogástrica com extrato de murici por quinze dias. O 

extrato foi administrado sempre no mesmo horário, às 12h, nas doses de 150 

mg/kg/dia ou 300 mg/kg/dia. O tempo de suplementação 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 laboratório. Os animais controles 

receberam volume equivalente (1 mL/kg) da solução veículo (carboximetilcelulose 

0,5% e óleo 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 após o térmico da suplementação, os animais foram 

anestesiados com uma solução de uretana a 10% e cloralose a 0,4%, via 

intraperitoneal, e submetidos ao registro eletrofisiológico da DAC. Em seguida, os 

cérebros dos animais foram retirados para posterior análise do estresse oxidativo 

cerebral. 

 

- Experimento 2: Efeitos do extrato de murici sobre a depressão 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. 

Após o período de suplementação, os animais foram submetidos, primeiramente, à 

cirurgia de sepse e, em seguida, ao registro eletrofisiológico da DAC. Foram, então, 

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  

 

          Após a suplementação com extrato de murici, todos os animais dos 

grupos G7 a G10 foram mantidos em jejum de 12 h e, então, submetidos à sepse ou 

à cirurgia fictícia (sham). Nos animais adultos dos grupos G8 a G10 foi realizado o 

modelo de sepse conhecido por CLP (do inglês, “cecal ligation and puncture”) 

conforme Hubbard et al. (2005), com adaptações. Inicialmente, os animais foram 

anestesiados com uma solução 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 válvula íleo-cecal. O ceco foi perfurado 2 vezes com agulha de 16 

gauge, espremido para expulsão das fezes e retornado para cavidade peritoneal, e a 

laparatomia suturada. No grupo G7 foi realizada uma cirurgia fictícia (sham), onde os 

animais foram submetidos a todos os procedimentos cirúrgicos, mas o ceco não foi 

ligado, nem perfurado. Imediatamente após a cirurgia de sepse ou sham, 

administrou-se solução salina 0,9% (50 ml /kg), por via subcutânea, nos animais, 

para retardar o choque séptico. Logo em seguida, realizou-se a cirurgia para os 

registros eletrofisiológicos e a análise da DAC, a qual teve duração de sete horas. 

Esse tempo de registro foi usado com base nos resultados de Vieira et al. (2014) 

para indução do estresse oxidativo cerebral em ratos sépticos e em resultados de 

um estudo piloto realizado em nosso laboratório. 

Adicionalmente, a glicemia dos animais foi aferida através de um glicosímetro 

comercial On Call Plus (Acon®). O sangue foi coletado por meio de um pequeno 

corte na extremidade da cauda dos animais. Os níveis de glicose dos animais foram 

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

 

           Os animais foram submetidos ao registro eletrofisiológico da depressão 

alastrante cortical (DAC), conforme Monteiro et al. (2015). Inicialmente, foi realizada 

uma traqueostomia para introdução de uma cânula de polietileno. Em seguida, foi 

feita uma incisão e a remoção da pele e do periósteo para exposição do crânio. Por 

meio de trepanação, foram feitos três orifícios (2-3 mm de diâmetro) no hemisfério 

cerebral direito, alinhados paralelamente à linha média. O primeiro orifício (no osso 

frontal) foi usado para aplicar o estímulo para provocar a DAC (KCl 2%). Os outros 

dois orifícios (no osso parietal) foram utilizados para registrar a onda de propagação 

da DAC. A temperatura retal do animal foi mantida durante todo o procedimento em 

37±1 ºC. 

 

5.5 Análise da depressão alastrante cortical - registros eletrofisiológicos 

 

A DAC foi provocada através de estímulo químico (KCl a 2%), aplicado por 

um minuto, sobre o córtex cerebral na região frontal. Os registros eletrofisiológicos 

foram feitos utilizando-se eletrodos impolarizáveis (tipo “Ag-AgCl”), conectados a um 

eletromiógrafo configurado para esse fim. A variação lenta de voltagem, que 

acompanha a DAC, foi registrada nos dois pontos corticais parietais. As variações 

corticais de voltagem foram registradas contra um eletrodo de referência comum, 

colocado sobre o osso nasal, no qual o potencial é invariável. 

 A aplicação de KCl para deflagração da DAC foi repetida a cada 20 minutos 

por um período de 4 horas (grupos G1 a G6) ou de 7 horas (grupos G7 a G10). 

Dessa forma, três mensurações da DAC eram geralmente obtidas em cada hora. Ao 

final, foi calculada a média das velocidades de propagação da DAC obtidas nos 

registros. A velocidade de propagação da DAC foi calculada com base na distância 

entre os dois eletrodos registradores e no tempo gasto pela DAC para percorrer esta 

distância e foi expressa em mm/min.  

Ao final do registro eletrofisiológico, os animais foram sacrificados e seus 

cérebros removidos. O córtex cerebral isolado foi processado para análises 

bioquímicas posteriores. 
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5.6 Avaliação do status oxidativo no córtex cerebral 

 

Preparo do homogeneizado do córtex cerebral 

 

O córtex cerebral foi isolado e homogeneizado com tampão tris-base 50 mM, 

EDTA 1 mM (pH 7,4),  fenilmetilsulfonilflúor (PMSF) 200 mM e ortovanadato de sódio 

100 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 1000 x G, por 10 minutos, a 0 ºC. O 

sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para análises posteriores, as 

quais foram realizadas em triplicata. 

 

Avaliação da peroxidação lipídica no córtex cerebral  

 

A peroxidação lipídica foi mensurada por meio da produção de metabólitos 

reativos ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), principalmente o malondialdeído (MDA), no 

homogenato cerebral, segundo o método descrito por Ohkawa et al. (1979). Neste 

ensaio, a reação foi realizada em dodecil sulfato de sódio 8,1%, ácido acético 20% e 

ácido tiobarbitúrico 0,8%. Para realização dos cálculos, foi feita uma curva padrão de 

1,1,3,3-tetrametoxipropano. A mensuração 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 

proteína. 

 

Quantificação de glutationa reduzida (GSH) e razão glutationa reduzida/ 

/glutationa oxidada (GSH/GSSG) 

 

Os níveis de GSH e GSSG foram analisados de acordo com Hissin e Hilf 

(1976), usando espectrofluorímetro com 350 nm de excitação e 420 nm de emissão. 

Na análise da GSH o meio da reação era composto por tampão fosfato 100 mM com 

EDTA 5 mM (pH 8,0) e ortoftaldeído 1 mg/mL (OPT). Para o ensaio da GSSG foram 

usados hidróxido de sódio 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 padrão de GSH e GSSG, respectivamente. Com base nestes resultados, 

calculou-se a razão GSH/GSSG. 
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Atividade de enzimas antioxidantes no córtex cerebral 

 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi avaliada de acordo com a 

metodologia de Misra e Fridovich (1972). O meio de reação foi composto por tampão 

carbonato 0,05 M com EDTA 0,005 M (pH 10,2) e epinefrina 150 mM. As 

absorbâncias foram lidas a cada 15 segundos, por 2 minutos, a 480 nm. Os 

resultados foram expressos em unidades/mg proteína (U/mg proteína), em que cada 

unidade representa a quantidade de enzima que provoca 50% de inibição da 

oxidação de epinefrina 

Para avaliação da atividade da catalase (CAT), o meio de reação foi 

composto por peróxido de hidrogênio 300 mM e tampão fosfato 50 mM (pH 7,0), 

conforme Aebi (1984). As leituras das absorbâncias foram realizadas em 

espectrofotômetro, a cada 10 segundos, durante 2 minutos, a 240 nm. Os resultados 

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

 

Determinação de proteínas totais no córtex cerebral 

 

A determinação de proteínas totais no córtex cerebral foi realizada conforme 

Bradford (1976), utilizando-se uma curva padrão com solução de albumina. 

 

 

5.7 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. Para 

comparação das médias aritméticas, foi utilizada a análise de variância (ANOVA), 

seguida do teste Holm Sidak, usando o software GraphPad Prism, versão 5.0 para 

Windows (San Diego, CA, USA).  As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p < 0,05.  
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6 RESULTADOS 

 
CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DO EXTRATO DE 

MURICI 

 

A caracterização dos compostos antioxidantes do extrato de frutos de murici, 

incluindo os teores de ácido ascórbico, carotenóides totais, polifenois totais, ácido 

gálico e quercetina estão na Tabela 1. O extrato de fruto de murici pode ser 

considerado uma boa fonte de ácido ascórbico e de carotenóides. Contudo, a 

análise química mostrou que os polifenois são os compostos majoritários, sendo a 

quercetina o principal polifenol identificado. 

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

 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSÃO ALASTRANTE 

CORTICAL EM RATOS ADULTOS E IDOSOS 

 

A ANOVA mostrou diferenças significativas nas velocidades de propagação 

da DAC entre os grupos adultos e idosos suplementados com extrato de murici (F [5, 

639] = 1889,38; p < 0,05). As comparações post-hoc mostraram que os animais 

idosos apresentavam velocidades de propagação 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 propagação da 

DAC, tanto nos animais adultos, quanto nos idosos (Tabela 2). 

Compostos antioxidantes Concentração (mg/g de extrato) 

Ácido ascórbico 0,24 ± 0,03 

Carotenóides totais 0,57 ± 0,02 

Fenólicos totais 8,36 ± 0,54 

     Ácido gálico 0,22 ± 0,04 

     Quercetina 1,29 ± 0,23 
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Tabela 2: Velocidade de propagação da depressão 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 ± 0,23a 2,24 ± 0,08 a 

MUR-300 4,46 ± 0,32 a,b 3,47 ± 0,11 a,b 

Valores estão apresentados como média ± desvio-padrão. ap < 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 eletrofisiológicos de três ratos adultos e de três ratos idosos dos 

grupos experimentais (controle, MUR-150 e MUR-300) estão apresentados na 

Figura 9 e confirmam a presença da DAC após a aplicação com KCl. De um modo 

geral, a aplicação tópica de KCl a 2% durante 1 min em um ponto do córtex frontal, 

no hemisfério direito, provocou uma única onda de DAC, propagada sem 

interrupção, a qual foi registrada por dois eletrodos localizados na superfície parietal 

do mesmo hemisfério. 
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Id
o
so

Figura 9: Registro eletrofisiológico (variação lenta de voltagem) da depressão 

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 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

  

 

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

Fonte: Autor 

P1 

P2 

P2 

P1 
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EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE O STATUS OXIDATIVO DO CÓRTEX 

CEREBRAL DE RATOS ADULTOS E IDOSOS 

 

 O status oxidativo do córtex cerebral de ratos adultos e idosos foi avaliado por 

meio da mensuração das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), dos 

níveis de glutationa reduzida (GSH), da razão glutationa reduzida/glutationa oxidada 

(GSH/GSSG) e da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido 

dismutase (SOD) (FIGURA 10). 

ANOVA revelou que o tratamento com extrato de murici alterou 

significativamente as concentrações de malondialdeído no córtex cerebral de ratos 

adultos e idosos (F [5,52] = 18,134; p < 0,05). Na condição adulto, as concentrações 

de MDA foram maiores no grupo MUR-300 quando comparado ao respectivo grupo 

controle (p < 0,05). Comparações post-hoc mostraram que o envelhecimento 

aumentou as concentrações de MDA no córtex cerebral de ratos. Por outro lado, os 

animais idosos suplementados com extrato de murici, em ambas as doses, 

apresentaram níveis mais baixos de MDA quando comparados ao seu controle (p < 

0,05) (FIGURA 10 - A). 

 As concentrações de GSH e a razão GSH/GSSG estão apresentadas na 

Figura 10 - B e C, respectivamente. O extrato de murici, na maior dose (300 

mg/kg/dia), reduziu as concentrações de GSH e a razão GSH/GSSG no córtex 

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 condição nos 

animais idosos, aumentando a razão GSH/GSSG.  

 Quanto às enzimas antioxidantes, comparações 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 não modificou a atividade desta enzima (FIGURA 10 - D). 

Além disso, ANOVA revelou que o tratamento com extrato de murici não 

modificou significativamente a atividade da enzima SOD no córtex cerebral de 

animais adultos e idosos (FIGURA 10 – E) (p > 0,05). 
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Figura 10: Status oxidativo do córtex 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valores estão apresentados como média ± desvio-padrão. n = 6 - 8 animais por grupo. A) 
Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), B) Níveis de Glutationa reduzida (GSH), C) 
Razão Glutationa reduzida/Glutationa oxidada, D) Atividade da enzima catalase (CAT), E) Atividade 
da enzima superóxido 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. γp < 0,05 
quando comparado com o grupo jovem correspondente. Fonte: Autor. 
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PADRÃO GLICÊMICO DOS ANIMAIS ADULTOS SÉPTICOS PREVIAMENTE 

SUPLEMENTADOS COM EXTRATO DE MURICI  

 

 A glicemia de jejum (T0) não diferiu significativamente entre os animais de 

todos os grupos. Uma hora após 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, não havendo diferenças entre os grupos. A partir da quinta hora (T5), 

observou-se redução significativa da glicemia dos animais sépticos e sépticos 

previamente suplementados com extrato de murici, quando comparados com o 

grupo controle sham. Essa diferença permaneceu até o fim do experimento, após 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 após a sepse. 

 

 

Valores estão apresentados como média ± desvio-padrão. 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 DEPRESSÃO ALASTRANTE 

CORTICAL EM RATOS ADULTOS SÉPTICOS  

 

Registros eletrofisiológicos na superfície cortical de um rato Wistar de cada 

condição estudada (controle sham, sepse e sepse suplementados previamente com 

extrato de murici nas doses de 150 e 300 mg/kg/dia) estão apresentados na Figura 

12. A variação lenta de potencial nos registros denota a presença da DAC após 

estimulação com KCl. De um modo geral, a aplicação tópica de KCl a 2% durante 1 

minuto no orifício localizado no hemisfério direito do córtex frontal provocou uma 

única onda de DAC que se propagou sem interrupção até o córtex parietal, onde foi 

registrada. A variação lenta de potencial foi recuperada gradualmente após 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 propagação da DAC (F [3,812] = 1071,81; 

p < 0,05). Comparações 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 

propagação da DAC mais altas (p < 0,05), independentemente da dose testada 

(TABELA 3). 

 
 
Tabela 3: Velocidade de propagação da depressão 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.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Valores estão apresentados como média ± desvio-padrão. *p < 0.05 quando comparado com o grupo 
controle. #p < 0.05 quando comparado com o grupo sepse. 
 

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*# 
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Figura 12: Registro eletrofisiológico (variação lenta de voltagem) da depressão 

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. 

 

                                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

 

 

                           

 

 

 

 
 
As barras verticais sólidas à direita indicam 10 mv (variação lenta negativa). As barras horizontais sob 
as linhas do registro P1 indicam o tempo (1 minuto) de estimulação com KCL 2% para deflagrar a 
DAC. Uma vez deflagrada no córtex frontal, a DAC foi registrada pelos 2 eletrodos corticais 
localizados no córtex parietal (diagrama central - P1 e P2). Um terceiro eletrodo do mesmo tipo foi 
localizado nos ossos nasais e serviu como uma referência comum (R) para os eletrodos de registro. 
As linhas pontilhadas verticais indicam a latência de uma onda DAC cruzando a distância entre os 
dois eletrodos. Fonte: Autor. 
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EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE O STATUS OXIDATIVO DO CÓRTEX 

CEREBRAL DE RATOS ADULTOS SÉPTICOS  

 

O status oxidativo do córtex cerebral de ratos adultos sépticos ou sépticos 

previamente suplementados com extrato de murici foi avaliado por meio da 

mensuração das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), dos níveis de 

glutationa reduzida (GSH), da razão glutationa reduzida/glutationa oxidada 

(GSH/GSSG) e da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido 

dismutase (SOD) (FIGURA 13). 

ANOVA revelou que o tratamento com extrato de murici alterou 

significativamente as concentrações de malondialdeído no córtex cerebral dos 

animais sépticos (F [3,34] = 8,635; p < 0,05). Comparações post-hoc mostraram que 

a sepse aumentou as concentrações de MDA (2,47 ± 0,60 nM MDA/mg proteína), 

quando comparada ao grupo controle sham (1,79 ± 0,33 nM MDA/mg proteína) (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 proteína, respectivamente, 

se comparados ao grupo controle (FIGURA 13 – A). 

 As concentrações de GSH e a razão GSH/GSSG estão apresentadas na 

Figura 13 - B e C, respectivamente. As concentrações de GSH não diferiram 

significativamente entre os grupos (F [3,30] = 2,971; p = 0,0475). A condição sepse 

não alterou a razão GSH/GSSG. No entanto, o extrato do murici, em ambas as 

doses, reduziu a razão GSH/GSSG (p < 0,05). 

A avaliação da atividade das enzimas antioxidantes por meio da ANOVA 

mostrou que a condição sepse e o extrato de murici não modificaram 

significativamente a atividade da enzima catalase no córtex cerebral dos animais 

(FIGURA 13 – D). Todavia, comparações 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 proteína), 

quando comparados ao grupo controle (3,06 ± 0,79 U/mg proteína) e séptico (3,75 ± 

1,38 U/mg proteína), independentemente da dose testada (FIGURA 13 - E).  
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Figura 13: Status oxidativo do córtex 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Valores estão apresentados como média ± desvio-padrão. n = 8 animais por grupo. A) Substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), B) Níveis de Glutationa reduzida (GSH), C) Razão 
Glutationa reduzida/Glutationa oxidada, D) Atividade da enzima catalase (CAT), E) Atividade da 
enzima superóxido 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 DISCUSSÃO 

 

EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSÃO ALASTRANTE 

CORTICAL E O STATUS OXIDATIVO CEREBRAL DE RATOS ADULTOS E 

IDOSOS 

 

Neste estudo, a depressão alastrante cortical (DAC) foi usada como modelo 

experimental para identificar como a suplementação com extrato de murici pode 

afetar a eletrofisiologia do córtex 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 propagação 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 desaceleração da 

DAC é compatível com um efeito antioxidante do extrato de murici; enquanto que 

sua aceleração está relacionada a um efeito pró-oxidante do extrato em animais 

adultos. Considerando-se as evidências 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 

carotenóides, conduziu à desaceleração da DAC, corroborando achados anteriores 

em que a suplementação com carotenóides, como a astaxantina, reverteu os efeitos 

do consumo crônico de etanol sobre a aceleração da DAC (BEZERRA et al., 2005, 

ABADIE-GUEDES et al., 2008). O etanol é um agente deletério para o cérebro 

porque leva à produção de ERO e, consequentemente, ao estresse oxidativo 

(GONG et al., 2017).  

A DAC é um fenômeno eletrofisiológico que tem sido implicado em desordens 

neurológicas, como a epilepsia e a enxaqueca com aura (SÁNCHEZ-PORRAS, 

2014). Dentre os fatores capazes de influenciar a ocorrência da DAC, tem-se a 

presença de ERO (READ; PARSONS, 2000). Estudos experimentais indicam que o 

aumento da excitabilidade neuronal necessário para iniciar a DAC pode ser 

provocado por radicais livres (GRINBERG; VAN DRONGELEN; KRAIG, 2012; 

MALKOV et al., 2014). Não obstante, a DAC per se aumenta a produção 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 terapêutica para a prevenção e tratamento de 

patologias associadas com a DAC. 

Vários fatores ambientais podem aumentar a produção 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 

doenças neurodegenerativas, como Alzheimer, ao promover a oxidação de 

proteínas, lipídios e DNA, modificando dessa forma, a funcionalidade das células 

(YIN et al., 2016). Tatarkova et al. (2016) identificaram que o estresse oxidativo no 

córtex cerebral de ratos idosos é devido à disfunção mitocondrial. No presente 

trabalho, o envelhecimento reduziu a velocidade de propagação da DAC, como 

previamente descrito por Guedes, Amorim e Teodósio (1996) e Batista-de-Oliveira et 

al. (2012). Adicionalmente, os ratos idosos exibiram atividade da SOD elevada, o 

que indica aumento na produção de superóxido, e uma diminuição na atividade da 

catalase. Todas estas alterações indicam um possível acúmulo de peróxido de 

hidrogênio no córtex cerebral, o que promove dano oxidativo, tal como indicado pelo 

aumento dos níveis de MDA nesses animais. No entanto, o tratamento com extrato 

de murici neutralizou o desequilíbrio redox induzido pelo envelhecimento, uma vez 

que reduziu os níveis 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 propagação da DAC não estão 

claras, mas provavelmente há a participação de múltiplas vias de sinalização e não 

somente o envolvimento de radicais livres. À medida que o cérebro envelhece, ERO 

oxidam canais iônicos de cálcio e potássio e alteram os receptores, como o NMDA 

(N-metil-D-Aspartato) (PATEL; SESTI, 2016), os quais são necessários para a 

iniciação e propagação da DAC (TOTTENE; URBANI; PIETROBON, 2011). Os 

neurotransmissores ácido gama-aminobutírico (GABA) e glutamato, por exemplo, 

estão reduzidos no córtex dorsolateral pré-frontal de indivíduos idosos (NODA et al., 

2017), o que também pode ser um fator a influenciar a neuroexcitabilidade. Além 

disso, ratos idosos apresentam maior número de astrócitos no córtex cerebral 

(PEINADO et al., 1998), o que também dificulta a deflagração da DAC (SMITH et al., 

2006). 

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

ainda não foram totalmente esclarecidos, especula-se que tais efeitos 
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eletrofisiológicos são decorrentes da ação de compostos bioativos presentes no 

extrato. Este extrato é rico em compostos antioxidantes como o ácido ascórbico, 

carotenóides e polifenois, especialmente a quercetina (Tabela 1). As xantofilas, 

como a luteína e a zeaxantina, são os carotenóides predominantes, representando 

94% dos carotenóides totais (MARIUTTI; RODRIGUES; MERCADANTE, 2013).  

A ação antioxidante da quercetina é bem estabelecida; ela atua como um 

potente doador de elétrons para as ERO, sequestrando o peróxido de hidrogênio e 

age como um quelante de metais oxidantes (SUGANTHY et al., 2016). A quercetina 

também aumenta os níveis de GSH, via ativação do fator de transcrição “Nuclear 

factor-E2-related factor” (Nrf2) (ARREDONDO et al., 2010), além de restaurar os 

níveis de serotonina no cérebro de ratos (ZARGAR et al., 2016). A serotonina é um 

importante neurotransmissor envolvido no controle neural e sua depleção está 

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 carotenóides totais 

em todas as regiões cerebrais (JOHNSON et al., 2013), e estão concentradas 

seletivamente nas membranas lipídicas, as quais são especialmente susceptíveis ao 

dano oxidativo. Essa localização é ideal para as xantofilas atuarem como 

antioxidantes lipossolúveis, que é o mecanismo mais aceito através do qual a luteína 

e a zeaxantina protegem o tecido neural contra os radicais livres e, 

consequentemente, contra doenças neurodegenerativas (WIDOMSKA, 

ZAREBA, SUBCZYNSKI, 2016). Contudo, os efeitos fisiológicos das xantofilas vão 

além da ação antioxidante. Luteína e zeaxantina podem estar envolvidas na 

funcionalidade das membranas sinápticas, sendo capazes de alterar a fluidez, a 

troca de íons, a difusão de oxigênio e a estabilidade da membrana, modulando a 

comunicação neuronal através das junções gap (ERDMAN JR. et al., 2015).  

A mielina cortical, que forma uma bainha isolante em torno dos axônios para 

acelerar a velocidade do impulso nervoso, pode estar envolvida na estabilização do 

conteúdo de íons extracelulares, sendo um fator determinante para a velocidade de 

propagação da DAC. Neste sentido, a desmielinização cortical está associada com a 

aceleração da DAC (MERKLER et al., 2009). Por outro lado, a luteína pode se 

acumular na mielina e influenciar sua integridade estrutural, mantendo a 

comunicação adequada entre os neurônios (ERDMAN JR. et al., 2015) e, assim, 

reduzir a velocidade da DAC em animais adultos saudáveis. 
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Porém, ácido ascórbico, carotenoides e polifenois podem atuar como pró-

oxidantes se presentes em concentrações elevadas ou na presença de metais de 

transição (POLYAKOV et al., 2001; RIETJENS et al., 2002;  VASCONCELOS et al., 

2006). Tem sido demonstrado que ratos suplementados com ácido ascórbico na 

dose de 30 mg/kg/dia apresentam níveis reduzidos de MDA no córtex cerebral de 

ratos e desaceleração da velocidade da DAC; enquanto que as doses de 60 

mg/kg/dia e de 120 mg/kg/dia aumentam os níveis de MDA e aceleram a DAC 

(MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Resultado semelhante ao que foi encontrado em 

nosso estudo nos ratos adultos saudáveis suplementados com 300 mg/kg de extrato 

(TABELA 2, FIGURA 10-A). 

Nossos achados parecem reforçar a ideia de que determinadas substâncias 

podem exercer ações pró ou antioxidantes a depender da dosagem utilizada. Desse 

modo elas podem modular diferentemente a propagação da DAC. 

 

 

EFEITOS DO EXTRATO DE MURICI SOBRE A DEPRESSÃO ALASTRANTE 

CORTICAL E O STATUS OXIDATIVO CEREBRAL DE RATOS SÉPTICOS 

 

Além do envelhecimento, a sepse é outra condição que pode alterar a 

produção de ERO. Neste estudo, demonstrou-se pela primeira vez que a sepse 

desacelera a DAC, e que a administração 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 propagação 

da DAC foi semelhante ao da pilocarpina (GUEDES; VASCONCELOS, 2008). Essa 

droga, em altas doses, pode induzir status epiléptico, o que aumenta marcadamente 

o estresse oxidativo no córtex cerebral de ratos (TEJADA et al., 2007).  

Outro mecanismo que pode estar envolvido na resposta encontrada seria o 

desequilíbrio no metabolismo de aminoácidos e de neurotransmissores. Dentre 

estes sistemas de neurotransmissão, os sistemas gabaérgico e serotoninérgico, 

provavelmente estão 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 ácido gama-aminobutírico-A 

(GABAA) no cérebro de ratos sépticos. O GABA é o principal neurotransmissor 
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inibitório do cérebro e as drogas agonistas do receptor GABAA são capazes de 

reduzir a velocidade de propagação da DAC (HOLLAND; AKERMAN; GOADSBY, 

2010). Quanto à serotonina, seus níveis estão aumentados no plasma (LI et al., 

2016) e no córtex cerebral de ratos sépticos (SHIMIZU et al., 1999). Por sua vez, 

alguns trabalhos têm relatado que o aumento da disponibilidade cerebral da 

serotonina através de fármacos como a fluoxetina (MONTEIRO et al., 2015) e o 

citalopram (GUEDES et al., 2002), reduz a excitabilidade cortical.  

Dentro do conjunto de alterações sistêmicas produzidas pela infecção, 

destaca-se o desbalanço 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 captação elevada de 

glicose pelos tecidos ricos em macrófagos, como é o caso do tecido intestinal 

(MAITRA;  WOJNAR; LANG, 2000). Geralmente, os baixos níveis glicêmicos 

impostos pela peritonite levam à redução da respiração mitocondrial e da produção 

de ATP (LEWIS; BILLIAR; ROSENGART, 2016). Estes dois fatores podem contribuir 

para redução da propagação da DAC (SONN; MAYEVSKY, 2001). Em nosso 

trabalho, não se observou hiperglicemia inicial nos animais. Porém, após 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 excluídos da 

pesquisa. 

As taxas elevadas de morbidade e de mortalidade na sepse estão associadas 

à disfunção cerebral aguda. Essa disfunção é um quadro de encefalopatia com 

fisiopatologia complexa que resulta de resposta inflamatória à infecção, produção 

excessiva de ERO, ativação microglial exacerbada, perfusão cerebral prejudicada e 

alteração na ação de neurotransmissores (SONNEVILLE et al., 2013). Em conjunto, 

tais fatores têm sido implicados no declínio cognitivo de pacientes sobreviventes à 

sepse (GOTZ et al., 2014; ANNANE; SHARSHA, 2014). Portanto, o uso de 

antioxidantes, como o extrato de murici, representa uma alternativa terapêutica que 

pode impactar positivamente nas funções neurais. 

Pacientes adultos com sepse grave exibem níveis séricos elevados de MDA, 

um biomarcador da peroxidação lipídica induzida pelo estresse oxidativo (LORENTE 

et al., 2013). Em nosso trabalho, a mensuração dos níveis de MDA foi realizada 

através das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no córtex cerebral de ratos 
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sépticos, e mostrou que as membranas lipídicas do cérebro são alvos importantes 

das ERO (FIGURA 13).  Estes resultados estão de acordo com Barichello et al. 

(2006) e Vieira et al. (2014), que reportaram aumento de MDA no córtex cerebral 

após a sepse. Esse aumento do estresse oxidativo está associado ao incremento da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α) (YOKOO et al., 2012), que são capazes de ativar a microglia, levando a produção 

de mais citocinas e ERO no sistema nervoso (HENRY et al., 2009, BOZZA et al., 

2013). 

Por outro lado, a administração prévia com extrato de murici preveniu os 

efeitos da sepse sobre a DAC, o aumento da peroxidação lipídica e aumentou a 

atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) e da glutationa peroxidase 

(indicada pela menor razão GSH/GSSG). Semelhantemente, Perez-Gutierrez et al. 

(2010) observaram redução de MDA e aumento da atividade da enzima SOD e de 

GSSG no fígado de ratos diabéticos suplementados com extrato de murici (300 

mg/kg/dia). 

A SOD catalisa a dismutação do ânion superóxido a peróxido de hidrogênio, 

por meio de oxidações e reduções sucessivas dos íons metálicos presentes no sítio 

ativo (VALKO et al., 2006), contribuindo para a redução de ERO circulantes. Em 

pacientes com choque séptico, COSTA et al. (2016) verificaram elevação sérica de 

MDA e atividade eritrocitária reduzida da SOD1. Nesse trabalho, a atividade elevada 

da SOD1 eritrocitária foi associada com proteção contra injúria renal, o que reforça a 

importância da SOD como um dos principais antioxidantes endógenos.  

Já a glutationa peroxidase catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio 

em água, protegendo as células do estresse oxidativo. Mas sua atividade está 

reduzida no plasma de pacientes sépticos (LEE et al., 2017). Neste tarbalho, não 

verificamos alterações nas concentrações de glutationa reduzida e oxidada no 

cérebro de ratos sépticos. Todavia, o provável aumento da atividade da GPx no 

cérebro de ratos sépticos pré-tratados com extrato de murici parece ter sido crucial 

para redução do estresse oxidativo cerebral. 

Em nossos achados hipotetizamos que o mecanismo mais provável está 

baseado nas propriedades bioativas dos componentes do extrato de murici, 

marcadamente a quercetina e a luteína, que são moléculas antioxidantes e 

antiinflamatórias (LIAO; LIN, 2015, CHENG et al., 2015). Nós sugerimos que a 

neutralização de radicais livres pela luteína e quercetina seria um possível 
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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 níveis de MDA e de óxido nítrico (EL-GAWADA; KHALIFA, 2001) e 

preservou a função vascular (GERIN et al., 2015). Ainda há evidências de que a 

quercetina reduz a liberação da proteína HMGB1 (High Mobility Group Box 1) e a 

função inflamatória em animais endotoxêmicos,  via inibição do fator de transcrição 

NF-kappa B (TANG et al., 2009). Outro possível mecanismo envolve a participação 

da luteína na supressão da resposta inflamatória da microglia, via ativação do fator 

transcricional Nrf2 (“Nuclear factor-E2-related factor”), resultando em níveis mais 

baixos de TNF-α, IL-1 e óxido nítrico e expressão reduzida da ciclooxigenase-2 (WU 

et al., 2015).  

Em conclusão, a sepse reduziu significativamente a excitabilidade cortical de 

ratos, aumentando a resistência para a DAC. Nossos resultados fornecem 

evidências claras do efeito neuroprotetor do extrato de murici contra o dano oxidativo 

e a alteração eletrofisiológica 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. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O extrato do murici modulou a excitabilidade cortical, avaliada pela DAC, e o 

estresse oxidativo no córtex 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 propagação da DAC. Por outro lado, o extrato de murici exerceu efeito 

antagônico, reduzindo o dano oxidativo e melhorando as alterações eletrofisiológicas 

provocadas por estas condições. 

Considerando-se a importância da manutenção do estado redox das células 

do sistema nervoso para a redução do risco de doenças neurodegenerativas e de 

complicações neurológicas associadas ao estresse oxidativo, o consumo moderado 

de frutos de murici pode contribuir positivamente para a saúde da população. 

Contudo, mais estudos são necessários para esclarecer a extensão da atividade 

neuroprotetora deste fruto. 

Os resultados obtidos sugerem perspectivas que poderiam ampliar o 

conhecimento sobre os temas relevantes que foram abordados neste estudo: 

� Determinação dos efeitos do extrato de murici sobre a atividade da enzima 

glutationa peroxidade (GPx); 

� Investigação dos efeitos do extrato de murici sobre biomarcadores 

inflamatórios (TNF-α, IL-1) e dano neuronal (Fluoro-Jade C); 

� Avaliação dos efeitos do extrato de murici sobre o metabolismo de 

neurotransmissores, tais como GABA e serotonina;  

� Estudo comportamental dos possíveis efeitos do extrato de murici sobre o 

dano cognitivo imposto pela sepse; 

� Análise das ações antioxidantes da quercetina e luteína sobre o fenômeno da 

depressão alastrante cortical em ratos adultos, idosos e sépticos; 

� Avaliação dos efeitos do extrato de murici sobre a DAC em diferentes estados 

nutricionais. 
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ANEXO B – Reconhecimento da espécie dos frutos. 
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ANEXO C – Fluxograma do número de animais usados neste 
estudo 
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ANEXO D – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 


